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Povzetek 
Z vedno večjo pojavnostjo kroničnih vnetnih bolezni (revmatoidni artritis, 
ulcerozni kolitis, spondiloartritis, luskavica, Crohnova bolezen ...) ter doživljenjskim 
načinom zdravljenja z zdravili, ki povzročajo veliko neželenih učinkov, se povečuje 
tudi zanimanje za naravne protivnetne učinkovine. V Sloveniji manj poznana, a 
drugod že dobro uveljavljena protivnetna zdravilna rastlina, je tudi Boswellia serrata. 
Bosvelija proizvaja smolo, katera vsebuje acetil-11-keto-β-bosvelično kislino. Ta je 
je nosilka njenega protivnetnega delovanja. Namen našega eksperimentalnega dela je 
bil podrobneje razumeti delovanje bosvelične kisline na molekularni ravni in s tem 
določiti tarčno skupino obolenj za zdravljenje z ekstraktom bosvelije.  
Z namenom pridobitve celotne slike dogajanja smo izbrali 2-D elektroforezo 
kot analizno metodo. Celicam Caco-2 smo dodali najprej lipopolisaharid (LPS) kot 
sprožilec vnetja. Nato smo tem istim celicam z LPS-om, dodali še ekstrakt bosvelije. 
Celične lizate smo prenesli v laboratorij  na Biotehniško fakulteto, kje smo jih razvili 
z 2-D elektroforezo. Slike smo primerjali s programom 2-D Dymension, kjer smo 
iskali proteinske lise z različno intenziteto. Našli smo 4 lise, ki so bile pri celicah z 
dodanim LPS, glede na same celice, bolj intenzivne. Ob primerjanju istih lis pri slikah 
celic z dodano bosvelijo, v primerjavi s samim LPS, pa se je njihova intenziteta 
zmanjšala. Izbrane proteinske lise smo poslali na Inštitut Ruđer Boškovič, kjer so 
proteine identificirali. Rezultati so pokazali, da bosvelija deluje zaviralno na protein 
kalmodulin. Kalmodulin je kalcij vezavni protein in sodeluje v telesu pri mnogih 
fizioloških procesih, eno izmed področji je tudi vnetje. Vključuje se v proces nastanka 
IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-2; hkrati pa bi lahko potencialno deloval kot RAF-1 inhibitor, 
ki zavira proliferacijo rakavih celic.  
Verjetno je še več farmakoloških vplivov izvlečka bosvelije, zato so poti 
njenega delovanja odprte za nadaljnja raziskovanja. Glede na varnost naravne 
zdravilne rastline Boswellia serrata, kar smo preverili s testom metabolične 
aktivnosti, bi lahko bila potencialno registrirana kot zdravilo rastlinskega izvora in bi 
se uporabljala pri lažjih oblikah kroničnih vnetnih bolezni. 
 
Ključne besede:  
Kronično vnetje, Boswellia serrata, 2-D elektroforeza, vnetni proteini, kalmodulin
Abstract 
With the increasing incidence of chronic inflammatory diseases (rheumatoid 
arthritis, ulcerative colitis, spondyloarthritis, psoriasis, Crohn's disease ...) and lifelong 
treatment with drugs that cause many side effects, there is also increasing interest in 
natural anti-inflammatory drugs. Boswellia serrata is also a lesser-known in Slovenia, 
but well-established anti-inflammatory medicinal plant elsewhere. Boswellia 
produces a resin that contains acetyl-11-keto-β-boswellic acid, which is the carrier of 
its anti-inflammatory action. The purpose of our experimental work was to understand 
in more detail the action of boswellic acid at molecular level and thus to determine the 
target group of diseases for treatment with boswellia extract. 
In order to obtain a complete picture of events, we chose 2-D electrophoresis 
as an analytical method. To Caco-2 cells, lipopolysaccharide (LPS) was added first as 
an inflammatory trigger. Boswellia extract was then added to these same cells with 
LPS. The cell lysates were transferred to the laboratory at the Biotechnical Faculty, 
where 2-D electrophoresis was performed. Images of 2-D gels were compared using 
2-D Dymension program to look for over and under-expressed protein spots. We 
found four spots that were overexpressed in the cells with added LPS, relative to the 
cells themselves. When comparing the same proteinsin the images of cells with added 
boswellia, compared to the LPS itself, they were downregulated. Selected protein 
spots were sent to the Ruđer Boškovič Institute, where the proteins were identified. 
The results showed that boswellia had an inhibitory effect on the calmodulin. 
Calmodulin is a calcium binding protein and is involved in many physiological 
processes in the body, one of the areas in inflammation. It is involved in the process 
of formation of IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-2; at the same time, it could potentially act as 
an RAF-1 inhibitor that inhibits cancer cell proliferation. 
There are probably even more pharmacological effects of boswellia extract, so 
the pathways of its action are open for further research. Given the safety of the natural 
medicinal plant Boswellia serrata, which was verified by a metabolic activity test, it 
could potentially be officially recognized as a medicinal plant and used in milder 
forms of chronic inflammatory diseases with more intensive research. 
Keywords:  
   Chronic inflammation, Boswellia serrata, 2-D electrophoresis, inflammatory proteins,calmodulin
Seznam okrajšav 
 
5-LO – encim 5-lipooksigenaza  
AKBA - acetil-11-keto-β- bosvelična kislina 
Caco-2 –celična linija iz tumorskih celic raka debelega črevesja 
CaM – kalmodulin, kalcij vezavni protein 
COX – encim ciklooksigenaza  
DHB - 2,5-dihydroxybenzoic acid; 2,5-dihidroksibenzojska kislina 
DTT – ditiotreitol 
FEV 1 – forsirani ekspiracijski volumen v prvi sekundi (kazalci pljučne kapacitete) 
FVC – forsirana vitalna kapaciteta pljuč  
HRP – horseradish peroxidase, hrenova peroksidaza 
ICAM-1 – intracelična adhezijska molekula  
IL- interleukin 
IPG – imobiliziran pH gradient 
JAA – jodacetamid 
LPS-lipopolisaharid  
MALDI – matrix-assisted laser desorption/ionization 
MMPs – matriks metaloproteinaze  
MTS test – kalorimerični test metabolne aktivnosti celic  
Mw – molekulska masa proteina  
NF-kB – nuklerani transkripcijski faktor  
PAMP - s patogeni povezane molekulske strukture 
PEF – peak expiratory flow, največji pretok zraka med izdihom 
PHK – poglavitni histokompatibilnostni kompleks 
pI – izoelektrična točka proteinov  
pKa – konstanta disociacije kisline 
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza 
TLR-4  - »Toll-u« podobni receptorji 
TNF-alfa  - tumor nekrozirajoči dejavnik  
TOF – time of flight 
UPLC - Ultra performance liquid chromatography; tekočinska kromatografija ultra visoke 
ločljivosti 
VCAM-1 – vaskularni celični adhezijska molekula 
α-CHCA – α-cyano-4-hydroxycinnamic acid; α-ciano-4-hidroksi-cimetova kislina 
1. Uvod 
1.1. Vpliv imunskega sistema na potek vnetja 
Imunski sistem se je razvil tekom evolucije in služi kot obrambni mehanizem 
telesa pred škodljivimi dejavniki iz okolja. V prvi vrsti ga delimo na nespecifični oz. 
prirojeni in specifični oz. pridobljeni imunski odziv. 
 Nespecifični imunski sistem predstavlja prvo linijo obrambe telesa in se 
aktivira ob vdoru eksogenih kemičnih, fizikalnih in/ali bioloških dejavnikov skozi 
kožo ali sluznico. Prirojeni del imunskega odziva se je razvil skozi evolucijo in 
prepoznava vse molekulske strukture, ki so skozi zgodovino ogrožale obstoj človeka. 
Patogeni se v telesu najprej srečajo s celičnimi receptorji za prepoznavanje struktur 
(pattern recognition receptors, PRR), ki se vežejo na tako imenovane s patogeni 
povezane molekulske strukture (pathogen associated molecular patterns; PAMP), ki 
so del patogenov (1,2). Posledica prepoznave patogena z PRR je aktivacija prve veje 
prirojenega imunskega sistema, t.j. sistema komplementa, ki ga sestavlja več kot 20 
različnih proteinov s hitrim ubijalskim odzivom. Sistem deluje po načelu pozitivne 
povratne zanke, ki s katalitično kaskado reakcij okrepi primarni dražljaj (2). Nastanejo 
proteini s kemotaktično aktivnostjo za privabljanje levkocitov, z opsonizacijo 
označijo patogene za uničenje ter povečajo permeabilnost kapilar (3). Drugo vejo 
predstavlja celična obramba z levkociti. Med levkocite nespecifičnega imunskega 
sistema štejemo naravne celice ubijalke (natural killer cells), fagocite (nevtrofilci, 
makrofagi in dendritične celice), bazofilce in eozinofilce. Te celice vestno 
prepoznavajo in ubijajo patogene. Pomemben del levkocitnega odziva predstavlja 
proces fagocitoze, ki uniči in odstranjuje patogene iz mesta vnetja. Aktivacija 
nespecifičnega imunskega sistema in posledično nastajanje vnetnih kemičnih 
mediatorjev sproži proces vnetja (4). Če količina patogenov ni prevelika in/ali ni 




Slika 1: Časovni prikaz nespecifičnega in specifičnega imunskega odziva; prirejeno po viru št. 
( 1) 
Specifični oz. pridobljeni imunski sistem predstavlja drugo linijo obrambe 
telesa pred patogeni. Ta del poskrbi za odstranjevanje tujkov, ki ne spadajo med 
PAMP molekule in jih zato prirojen imunski sistem ni sposoben prepoznati (slika 1). 
Deluje specifično na določen antigen oziroma na posamezne antigenske determinante 
(majhen del patogena), zato je odziv močnejši. Pod del pridobljenega imunskega 
sistema štejemo tudi imunski spomin, saj telo po prvem stiku s patogenom razvije 
protitelesa za posamezni antigen in ob vsakem naslednjem stiku deluje hitro in močno 
ubijalsko proti specifičnemu patogenu (5). Poglavitno vlogo v prirojenem imunskem 
sistemu ima posebna vrsta levkocitov, imenovanih limfociti T in B; kajti sposobni so 
prepoznave in vezave okuženih celic. Limfociti le-te prepoznajo šele po obdelavi in 
predstavitvi na površini celic s telesu lastnimi receptorji t.i. poglavitni 
histokompatibilnostni kompleks (PHK, ang. Major histocompatibility complex 
MHC). Limfocite T delimo na dva večja podtipa: celice pomagalke in celice ubijalke. 
Celice ubijalke se s pomočjo svojega koreceptorja CD8 vežejo na kompleks PHK tipa 
Ⅰ in antigen. Vezavi sledi sproščanje perforinov, ki naredijo pore v celični membrani, 
preko katerih je omogočen vdor toksičnih snovi, ki sprožijo apoptozo okužene celice 
(6). Medtem celice pomagalke s kofaktorjem CD40 prepoznajo sparjen kompleks 
antigen in PHK tipa Ⅱ (7). Le-te same po sebi niso citotoksične, ampak usmerjajo 
druge celice preko citokinskega odziva in tako nadzorujejo imunski sistem. Citokini 
povečajo mikrobicidno delovanje celic ubijalk in makrofagov, ki skrbijo za uničenje 
okuženih celic. Poleg odstranjevanja celic sprožijo tudi nad regulacijo B-celic. 
Aktivacija B-limfocitov se kaže v nastanku specifičnih protiteles, ki krožijo po limfi 
in krvi ter se vežejo na točno določene patogene. Kompleks antigen–protitelo aktivira 
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sistem komplementa in/ali fagocite, ki le-tega uničijo (5). Del aktiviranih B-limfocitov 
ostane živih tudi po ozdravljeni okužbi, kar služi telesu kot imunski spomin. Kot 
omenjeno že zgoraj ta poskrbi, da se ob naslednjem stiku z istim patogenom protitelesa 
vežejo nanj takoj po vstopu in ga hitro uničijo. Na makro nivoju se to kaže kot hitro 
ozdravljenje oz. okužba brez klinične slike. Torej, če naše telo ni oslabljeno zaradi še 
drugih dejavnikov in imunski sistem deluje pravilno, ima telo sposobnost 
samoobrambe pred zunanjimi okužbami (1). 
 
1.2. Okvare imunskega sistema – avtoimunska obolenja 
Danes poznamo veliko bolezni, kjer pride do okvare imunskega sistema. 
Okvara se lahko kaže kot zmanjšana aktivacija imunskega sistema (HIV/AIDS), 
preobčutljivostne reakcije (anafilaktični šok – alergije, uničenje lastnih celic itd.), 
idiopatsko vnetje (pojav vnetja brez vzroka) in avtoimuna obolenja (hiperstimulacija 
imunskega sistema, ki začne napadati telesu lastne celice) (8). Kot bo razvidno v 
nadaljevanju, bo naša raziskava povezana predvsem s kroničnimi vnetji v povezavi z 
avtoimunimi obolenji.  
V zadnjih dveh desetletjih se pojavnost avtoimunskih obolenj veča, danes za 
eno izmed avtoimunskih bolezni trpi približno 5% evropskega prebivalstva. Najbolj 
pojavne avtoimune bolezni so revmatoidni artritis, multipla skleroza, celiakija, 
Crohnova bolezen, sistemski lupus eritematozus in luskavica. Pri avtoimunski bolezni 
pride do okvare pridobljenega dela imunskega sistema, tako da prepozna lastne celice 
kot tujek in jih želi uničiti. Kako in zakaj pride do te okvare dolgo časa ni bilo 
pojasnjeno. Danes imamo že veliko informacij, a še vedno ne poznamo vseh 
odgovorov. V šestdesetih letih prejšnjega stoletja so predstavili hipotezo imunske 
tolerance, ki je bila na koncu definirana kot sposobnost imunskega sistema, da 
prepreči limfocitom prepoznavo lastnih celic (9). Danes vemo, da se limfociti T vežejo 
tudi na PHK na površini zdravih celic, a se ob tem ne aktivirajo. Odgovor na vprašanje 
zakaj je temu tako, so dobili znanstveniki ob raziskovanju imunske tolerance. 
Limfociti T zorijo v priželjcu, a pred vstopom v centralni krvni obtok prestanejo 
postopek pozitivne selekcije v možganskem korteksu. Ko enkrat dosežejo krvi obtok, 
jih čaka še sekundarna selekcija, kjer pride do uničenja limfocitov T, ki bi se ob vezavi 
na PHK zdravih celic aktivirali. Prav tako so s procesom, imenovanim klonsko 
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brisanje, odstranjeni limfociti B, ki proizvajajo avto-protitelesa. Vendar kljub 
strogemu nadzoru centralne in periferne tolerance še vedno majhno število 
potencialno avto-reaktivnih limfocitov uide v krvi obtok. A obstoj teh limfocitov v 
telesu ne pomeni nujno avtoimunske bolezni (10). Temu primerno je avtoimunost 
lahko opredeljena kot fiziološka ali patofiziološka. Pri fiziološki avtoimunosti ne pride 
do pojava klinične slike ali bolezni, medtem ko se pri patofiziološki avtoimunosti 
bolezen manifestira (11,12). Če v telesu pride do okvare imunske tolerance avto-
protitelesa in avto reaktivni limfociti T postanejo udeleženi v proces vnetja. 
 
1.3. Vnetje 
Vnetje je del nespecifičnega in specifičnega imunskega odziva telesa. Vnetje 
je torej zaščitni odziv telesa, njegov namen je odstraniti in preprečiti nadaljnji vdor 
škodljivih dejavnikov v organizem. Patologija vnetja je zelo zapletena, a hkrati 
nespecifična (ne glede na škodljiv dejavnik patologija odziva ostaja enaka). Odvija se 
na nivoju majhnih žil in je osnovana na aktivaciji endotelijskih in imunskih celic ter 
nastajanju kemičnih dejavnikov. Poteka lahko na površju telesa, kar lahko 
prepoznamo s prostim očesom, saj se izraža z značilno klinično sliko: bolečina, 
rdečica, toplota, oteklina in otežena funkcija vnetega predela. Vnetje lahko poteka tudi 
v notranjosti telesa na lokalni ali sistemski ravni in se kaže z zelo nespecifičnimi 
simptomi. Interno vnetje se v večini izraža le z bolečino in ostalimi nespecifičnimi 
znaki (vročina, utrujenost…). Imunski odziv telesa in vnetje (lokalno ali sistemsko) 
sta vedno povezana. Vsako vnetje sproži imunski odziv in obratno. Včasih je zato 
težko določiti, kateri dejavnik se je pojavil prej; vnetje ali imunski odziv. Sprožilci 
vnetja so zunanji dejavniki (poškodbe kože, sluznice, tkiva) ali aktivacija imunskega 
sistema.  
1.3.1. Patologija vnetja 
Celoten proces vnetja je zelo kompleksen in se med seboj prekriva in povezuje, 
vodijo pa ga kemični mediatorji, ki nastajajo ali so že prisotni na mestu vnetja. 
Sprožilni dejavnik aktivira vnetne celice v vezivnem tkivu, kar povzroči nastanek 
edema (otekline). Edem je posledica vazodilatacije arteriol in povečane prepustnosti 
kapilar in venul, kar vodi v zvišanje hidrostatskega ter onkotskega tlaka. Poveča 
filtracijo v smer intersticija, zato se tam kopiči eksudat (tekočina s povečano 
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vsebnostjo plazemskih beljakovin). Rezultat je navzven zadebeljeno (zaradi nabiranja 
eksudata), toplo (zaradi povečanega pretoka) in rdeče (zaradi povečanega dotoka 
oksigenirane krvi) področje na mestu vnetja. Vnetne celice v vezivnem tkivu so tkivni 
bazofilci in antigen predstavitvene celice. Tkivni bazofilci sproščajo histamin, ki je 
prvi mediator vnetja in sproži hitro arteriolodilatacijo, povečano prepustnost venul in 
vzdraženje nociceptorjev (živčni končiči odgovorni za bolečino). Njegov učinek 
kmalu izzveni, saj ga hitro razgradijo encimi. Aktivirajo se tudi endotelijske celice ter 
nevtrofilci, ki z ameboidnim gibanjem migrirajo v intersticij. Po 24 do 48 urah od 
začetka vnetja se v vnetišču pojavijo makrofagi (nastanejo iz monocitov/specializirani 
monocitov). Makrofagi se ob stiku z antigenom aktivirajo in preko nuklearnega 
transkripcijskega faktorja (NF-kB) sprožijo indukcijo genov za nastanek citokinov 
interlevkin-1 (IL-1) in tumor nekrozirajoči faktor – alfa (TNF-α). Njuna vloga na 
mestu vnetja je spodbujanje adhezije levkocitov na endotelij žil in njihovo 
vazodilatacijo. Inducirata tudi sintezo ostalih kemičnih mediatorjev; kot so IL-6, IL-
17A in IL-1β. Ob hujšem vnetju IL-1 in TNF-α delujeta tudi sistemsko s t.i. 
citokinskom odzivom, ki spodbuja makrofage po celem organizmu k sekreciji 
citokinov. Posledica sistemskega delovanja citokinov so bolezenski znaki, kot je 
povišana telesna temperatura, utrujenost, zmanjšanje apetita itd (13).  
V endotelijskih celicah se ob vnetju aktivira fosfolipaza A2, ki katalizira 
razpad arahidonske kisline. Arahidonska kislina se naprej presnavlja v levkotriene in 
prostaglandine (PG). Ob prisotnosti encima ciklooksigenaze (COX)-1/2 nastajajo 
različni PG, tromboksani in prostaciklin. Encim COX-2 je inducibilen, njegovo 
sintezo sprožita citokina TNF-α in IL-1β, medtem ko je COX-1 konstitutiven. PG in 
prostaciklin imajo močno lokalno vazodilatorno delovanje, hkrati pa povzročajo 
primarno vzdraženje nociceptorjev. Druga presnovna pot arahidonske kisline poteka 
preko hidroperoksieikozatetraenojske (HPETE) kisline do levkotrienov, kjer je 
ključni encim lipooksigenaza (LO). Nastali levkotrieni so močni kemotaktični agensi 
in aktivatorji levkocitov. Poleg vnetnih mediatorjev, ki se sproščajo iz celic, so na 
mestu vnetja prisotne tudi plazemske beljakovine (sistem komplementa). Vnetno 
aktivne postanejo šele ob prisotnosti bakterijskih endotoksinov ali imunskih 
kompleksov (antigen-protitelo), ki sprožijo kaskadno reakcijo na sistemu 
komplementa. Sledi proteolitična razgradnja komplementa in odcepijo se aktivni 
fragmenti (bradikinin). Bradikinin vzdržuje dilatacijo arteriol in povečano prepustnost 
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venul ter povzroči občutek bolečine.  
 
Slika 2: Povezava med akutnim in kroničnim vnetjem 
Celotni proces vnetja, ki pomaga telesu pri obrambi pred škodljivimi 
dejavniki, se z eliminacijo pro vnetnih dejavnikov premo sorazmerno zmanjšuje in 
nato popolnoma ustavi. Pri tem sodelujejo tudi mehanizmi, ki zmanjšujejo in 
preprečujejo vnetje. Preko avtonomnega živčevja se aktivira hitri protivnetni refleks 
vagusa, počasneje preko hipotalamus-hipofizno-nadledvične osi pa telo zmanjšuje 
vnetje na humoralnem nivoju (IL-10, IL-8). Če vnetje ali imunski odziv ni prevelik, 
pride do ozdravitve – homeostaza. V kolikor pa je imunski sistem aktiviran daljše 
časovno obdobje, se vnetje nadaljuje in preide iz akutnega v kronično, kot vidimo na 
sliki 2. Če se je akutno vnetje razvilo kot pomoč pri obrambi in zdravljenju 
infekcij ali poškodb, deluje kronično vnetje ravno obratno in vodi v poškodbo 
tkiva ali organa (14). 
Kronično vnetje spremlja ali povzroča večino bolezni, ki zmanjšujejo kvaliteto 
življenja današnjega prebivalstva. Najbolj razširjena so rakava obolenja, avtoimunske 
bolezni in vse komponente metabolnega sindroma (hipertenzija, ateroskleroza, 
debelost, diabetes tipa Ⅱ). Leta 2016 je bilo v Sloveniji kar 71,4 % vseh smrti 
povzročenih s strani bolezni obtočil (39,7 %) in neoplazem (31,7 %) (vir št. (15)). 
Avtoimunska obolenja niso tako razširjena, pa vendar zaradi svojega kroničnega 
napredovanja in večanja incidence, predstavljajo vedno večji zdravstveni problem. 
 
1.3.2. Kronično vnetje kot posledica avtoimunskih obolenj 
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Ob pojavu avtoimune bolezni začne imunski sistem napadati telesu lastne 
zdrave celice določenih organov ali tkiva. Ker telo ne more naenkrat in hitro odstraniti 
lastnih celic, je imunski sistem konstantno aktiviran. Ena izmed posledic konstantne 
aktivacije je s citokinskim odzivom posredovano kronično vnetje. Zmanjšana imunska 
toleranca vodi v ireverzibilno okvaro pridobljenega imunskega sistema in s tem 
sprožitev nastanka avtoimunskih bolezni. Klinične slike avtoimunskih bolezni so zelo 
različne in so odvisne v prvi vrsti od tega, katero tkivo oz. organ telo prepozna kot 
tujek ter tudi od vrste bolezni. Nekatere napredujejo enakomerno, določene imajo 
kratke močnejše zagone, ki jim sledi dolga remisija. Tudi njihova patologija se do 
neke mere razlikuje, a vseeno imajo določene skupne točke. Limfociti T in B se ob 
vezavi na PHK lastne celice aktivirajo in sprožijo zgoraj opisano kaskadno reakcijo. 
(1.1. Vpliv imunskega sistema na potek vnetja). Torej limfociti T preko celic ubijalk 
in pomagalk poskrbijo za uničenje lastnih celic. Posredno preko limocitov T in 
neposredno zaradi fagocitoze se veča koncentracija pro vnetnih citokinov. Tudi 
limfociti B začnejo proizvajati avto-protitelesa, ki naravnim celicam ubijalkam 
označujejo lastne celice za uničenje in posledično spet sproščanje vnetnih citokinov. 
Provnetni citokini kot so TNF-α, IL-1, IL-6, IL-1β in ostali (IFN-γ, IL-6, IL-12, IL-
21, IL-4, IL-2) izzovejo vnetje, kar še dodatno spodbuja aktivacijo makrofagov, 
sintezo citokinov in plazemskih beljakovin (16). Po sistemu pozitivne povratne zanke 
prihaja do vedno več mrtvih celic ter vedno večje koncentracije citokinov, kar se skozi 
čas kaže v uničenju napadenega organa in/ali tkiva. Vnetje postane destruktivno za 
telo. Ob vnetju se sprožijo tudi endogeni protivnetni dejavniki, a ker vnetni odziv 
nadvlada homeostatske procese, so le-ti neučinkoviti (17). 
Do danes še ni bil razjasnjen točen vzrok za avtoimunska obolenja. Prav tako 
še ni razvitega zdravila, ki bi pozdravilo vzrok bolezni, zato jih lahko zdravimo le 
simptomatsko. Zdravila torej ne zdravijo vzroka, ampak le upočasnjujejo nastanek 
klinične slike. Osnovna terapija sloni na zdravljenju z glukokortikoidi (deksametazon, 
(metil)prednizolon, hidrokortizon). To so steroidni hormoni, ki zavirajo izražanje 
genov v limfocitih za vse pomembnejše vnetne citokine in njihove receptorje. Ker 
delujejo na nivoju limfocitov, zavirajo celotni imunski odziv. Druga skupina zdravil 
so citostatiki (metotreksat, ciklofosfamid), za katere ni točno znano, ali njihov učinek 
temelji na imunosupresiji ali protivnetnem delovanju. Ker je zdravljenje le 
simptomatsko, so bolniki primorani jemati zdravila celo življenje. Zaradi številnih in 
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resnih neželenih učinkov imunosupresivov se raziskave usmerjajo v razvoj bioloških 
zdravil, ki delujejo zaviralno na specifični citokin (anti-TNF-α – adalimumab in 
infliksimab, anti-IL-6 – tocilizumab, anti-IL-12 in IL-23 – ustekinumab, anti-IL-17A, 
sekukinumab). Tudi ta zdravila imajo neželene učinke, sicer se pojavijo redkeje, a so 
toliko bolj nevarni. Za zaviranje samega vnetja so najbolj pogosto uporabljena 
zdravila nesteroidni antirevmatiki, ki inhibirajo encim COX 1 in/ali 2 in s tem 
zmanjšujejo nastanek prostaglandinov, tromboksanov in prostaciklina. 
Farmakoterapijski cilj je selektivna inhibicija COX-2 (eterokoksib, celekoksib) zaradi 
njegove  inducibilnosti le ob vnetju in posledično manj neželenih učinkih na želodec 
(peptični ulkus) v primerjavi z neselektivnimi COX inhibitorji (acetilsalicilna kislina, 
diklofenak, naproksen, indometacin). Nedavne raziskave opozarjajo na pomembnost 
COX-2 za normalno ledvično in endotelijsko funkcijo in s tem še vedno prisotnost 
neželenih učinkov na delovanje ledvic. Hkrati pa njihovo uporabo povezujejo tudi z 
arterijsko trombozo in posledično srčno-žilnimi zapleti, zaradi destabilizacije 
aterosklerotičnega plaka (18). Kot dopolnilno zdravljenje ali za zdravljenje milejših 
oblik kroničnih vnetnih bolezni se široko uporabljajo fitofarmaki. Med bolje poznane 
naravne protivnetne rastline v Sloveniji spadajo ingver (Rhizoma zingiberis), kurkuma 
(Curcuma longa), žajbelj (Salvia officinalis), hudičev krempelj (Harpagophytum 
procumbens) itd. (19). Manj poznana rastlina s protivnetnim delovanjem pri nas je 
bosvelija, katero smo preučevali v našem raziskovalnem delu in je v naslednjem 
poglavju bolj podrobno opisana.  
 
1.4. Bosvelija serrata  
Bosvelija serata (Boswellia serrata) je ena najstarejših poznanih kmetijskih 
rastlin v Indiji, z dolgoletno uporabo v indijski prehrani. Raste kot grm oz. manjše 
razvejano drevo v suhih goratih predelih Indije, Severne Afrike in bližnjega vzhoda. 
Prihaja iz družine Burseraceae in spada v rod Boswellia. Drevo bosvelije proizvaja 
gumijasto smolo (slika 3), ki jo v ajuverdski medicini uporabljajo kot zdravilno 
rastlino s protivnetnim učinkom, v Sloveniji pa jo uporabljamo kot kadilo.  
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Slika 3: Boswellia serrata; levo drevo bosvelija, desno smola; prirejeno po vir št.( 20) 
Gumijasta smola je sestavljena iz 30-60% čiste smole, 5-15% eteričnih olj, 
ostali del pa predstavljajo polisaharidi. Čisto smolo predstavljajo mono-, di- in tri- 
terpenoidi, tetraciklične triterpenske kisline ter štiri glavne pentaciklične triterpenske 
kisline, ki zavirajo pro vnetne dejavnike (β-bosvelična kislina, acetil-β-bosvelična 
kislina, 11-keto-bosvelična kislina in acetil-11-keto-β- bosvelična kislina (AKBA)) 
(slika 4). Raziskave so pokazale, da ima AKBA najmočnejše protivnetno delovanje, 
zato se bodo vsi naslednji mehanizmi 
delovanja nanašali na AKBA-o in ne 
na vse terpenoidne spojine, ki jih 
smola bosvelije vsebuje.  
Na podlagi koristnih učinkov 
bosveličnih pripravkov, ugotovljenih 
v indijski in kitajski ljudski medicini, 
so se začele izvajati številne in vitro 
in pred klinične študije na živalih in 
ljudeh. Dejansko je AKBA razkrila 
farmakološke lastnosti s potencialno 
terapevtsko vrednostjo za zdravljenje vnetji (revmatoidni artritis, ulcerozni kolitis, 
osteoartritis, hepatitis, ileitis), zadnje študije na ljudeh kažejo terapevtski potencial za 
zdravljenje revmatoidnega artritisa, osteoartritisa, Crohnove bolezni, ulceroznega 
kolitisa možganskega in drugih malignih tumorjev in bronhialne astme. V preglednici 
I so prikazani izsledki študij pozitivnih učinkov AKBA-e na živalih in ljudeh. 
 
Slika 4 Acetil-11-keto-β- bosvelična (AKBA); prirejeno 
po vir št. (19) 
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Preglednica I: Pozitivni učinki bosveličnih kislin ali ekstraktov B. spec pri različnih boleznih, osnovani na 
študijah z ljudmi ali živalmi 
Bolezen Študije na živalih Študije na ljudeh 
Artritis 
↓ edem povzročen z dekstranom 
pri miših in podganah (21) 
↓ plevritis pri podganah (21) 
↓ edem tačke pri podganah (21) 
↓ vmesna ohromelost in lokalna 
bolečina pri psih z 
osteoartritisom (22) 
 
↓ Resnost bolečine in invalidnosti 
pri bolnikih z osteoartritisom (23) 
↓ Bolečina in otekanje v kolenskem 
sklepu (24) 
↑Fleksija kolena in hoja(25) 
Vnetna črevesna 
bolezen 
↓  Hepatitis pri miših (26) 
↓ Vnetne značilnosti pri ileitisu 
pri podganah (27) 
↓ Eksperimentalni mišji kolitis 
(27) 
↑ Histopatologija in pregledna 
mikroskopija blata, rektalna 
biopsija, krvni parametri (Hb, Fe v 
serumu, Ca, P, beljakovina, skupni 
levkociti in eozinofilci) pri 
ulceroznem kolitisu stopnje 2 in 3 
ter kroničnem kolitisu (28) 
↓ Crohnov indeks aktivnosti bolezni 
(28) 
Rak 
↓ Kožno vnetje, proliferacija 
povrhnjice in  tumorskih celic 
(29) 
↓ Volumen tumorja in delež 
apoptotičnih C6 tumorskih celic 
v možganih podgane (29) 
↑ Splošno zdravstveno stanje, 
mišična moč, povečanje telesne 
mase (29) 
↑ Nevrološki simptomi (pareza, 
ataksija ) pri bolnikih z 
intrakranialnimi tumorji (29) 
↓ Edem pri bolnikih z možganskimi 
tumorji in progresivni edem (29) 
Alergija  
↓ Anafilaktična reakcija pasivne 
tačke in degranulacija mastocitov 
v podganah (30) 
↓ Dispneja, število napadov, št. 
eozinofilcev (31) 
↑ FEV1, FVC in PEFR pri pacientih 
z bronhialno astmo (31) 
Protivnetno delovanje AKBA-e lahko razdelimo na tri različne mehanizme. Najmočnejše 
izraženo je zaviralno delovanje na encim 5-lipooksigenaze. 5-LO poveča vaskularno 
permeabilnost, konstrikcijo bronhov in kemotakso. Ob vezavi AKBA-e na 5-LO, se 
zmanjša nastanek levkotrienov, kar privede do manjše dislokacije kalcija, celične 
adhezije ter nastanka prostih radikalov (22,32). Drugi mehanizem zmanjševanja vnetja je 
z zaviranjem NF-kB. NF-kB je eden izmed ključnih dejavnikov pri patologiji kroničnega 
vnetja, ker regulira izražanje citokinov, kot so TNF-α in IL-1-β. Mogoč mehanizem 
zaviranja NF-kB je direktna vezava AKBA-e na IkB-α kinazo. Le-ta omogoča NF-kB 
vstop v jedro, kjer sproži izražanje in povečan nastanek TNF-α. Kaskadno se zmanjša 
tudi koncentracija pro-vnetnega IL-6. Dokazano je bilo tudi, da AKBA prepreči TNF-α 
odvisen nastanek ogrodnik metaloproteinaz (MMPs) v endotelijskih celicah ter 
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popolnoma zavre izražanje dveh proteinov (vaskularna celična adhezijska molekula 
(VCAM-1) in intracelična adhezijska molekula (ICAM-1)) ob predhodni izpostavitvi 
celic AKBA-i (33,34). 
 
1.5. Celična linija Caco-2 
Caco-2 celice so humana monoplastna adenokarcinomna celična linija, ki se 
nahaja v debelem črevesju. Pogosto se uporablja v fazi predkliničnih preizkušanj 
zdravil, kot in vitro model človeške sluznice tankega črevesja, za napovedovanje 
absorpcije peroralno zaužitih zdravilnih učinkovin. Celice se gojijo v stekleničkah za 
gojenje celičnih kultur, kjer tvorijo monoplast epitelja, sestavljeno iz polariziranih 
celic, ki tvorijo tesne stike med sosednimi celicami in izražajo mikrovile na apikalni 
membrani (35). V naši raziskavi jih bomo uporabili kot in vitro model za posnemanje 
vnetnega odziva. 
1.5.1. Lipopolisaharid kot sprožilec vnetja na Caco-2 celični liniji 
Lipopolisaharidi (LPS) so velike molekule, sestavljene iz lipidnega in 
polisaharidnega dela, ki ga imenujemo O-antigen in je z lipidnim delom povezan 
preko kovalentnih vezi. LPS je ena glavnih komponent zunanje membrane 
gramnegativnih bakterij, ki deluje kot eden močnejših pro vnetnih dejavnikov v 
črevesju. Aktivira vnetje v celicah, kot so makrofagi, limfociti, granulociti, 
endoteliociti, gladke mišične in epiteljiske celice, med katere spada tudi Caco-2 
celična linija. Vnetje sproži preko vezave na »Toll-u« podobnih receptorjev 4 (TLR 
4) s pomočjo ko-receptorja CD14 in druge površinske molekule MD-2. Ta vezava 
sproži kaskado preko primarnega odziva mielodične diferenciacije 88 (MyD88)- in 
TRIF- odvisnih poti, ki aktivirajo NF-κB transkripcijski faktor nato pa se inducira 
izražanje in izločanje številnih citokinov, kot so TNF- α, IL-1, IL-6 ter IL-10 (36,37). 
 
1.6. Dvodimenzionalna  elektroforeza 
Dvodimenzionalna (2-D) elektroforeza je metoda za ločevanje proteinov, ki se 
je razvila iz poliakrilamidne gelske elektroforeze v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (ang. Sodium dodecyl sulfate; SDS) - SDS-PAGE in je ena izmed  
osnovnih tehnik v proteomiki, razvita s strani mikrobiologa Patrick H O'Farrell 
(1975)(38). Proteomika je veja biokemije, ki se ukvarja s proteomom, to je popoln niz 
proteinov celic, tkiva ali organizmov v danem trenutku. Ob preučevanju proteoma 
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dobimo celoten vpogled v dinamično dogajanje v celici, s pomočjo katerega lahko 
razložimo določeno (pato)/fiziološko stanje celic/tkiva/organizma, kar bistveno 
pripomore k boljšemu razumevanju določenih bolezenskih stanj in s tem hitrejši in 
lažji razvoj visoko  specifičnih zdravil. 
Osnovni gel SDS-PAGE je narejen iz poliakrilamida. Vzorec je pred nanosom 
na gel tretiran z anionsko površinsko aktivno snovjo (SDS). Proteini se tako ločijo na 
osnovi molekulske mase (Mw). 
Hitro so znanstveniki ugotovili, 
da ima SDS-PAGE premajhno 
ločljivost za kompleksnejše 
proteinske vzorce, zato se je 
kmalu za tem razvila 2-D 
elektroforeza,  ki je sestavljena iz 
dveh stopenj. Najprej se proteini 
ločijo na osnovi izoelektrične 
točke (pI), to stopnjo imenujemo 
izoelektrično fokusiranje. Sledi 
SDS-PAGE, kjer se proteini 
ločijo na podlagi različnih 
molekulskih mas.  Rezultat so na 
gelu ločeni proteini na osnovi 
dveh karakteristik: pI in Mw; s tem je 
dosežena visoka ločljivost. Z 2-D 
elektroforezo lahko hkrati ločimo več kot 1000 proteinov in detektiramo njihove 
posttranslacijske modifikacije. Da proteine lahko zaznamo na gelu, jih barvamo z  
barvili. 2-D elektroforeza je ločevalna metoda. Za določitev identitete proteina na gelu 
moramo uporabiti masno spektrometrijo (39). 
1.6.1. Izoelektrično fokusiranje 
Izoelektrično fokusiranje je prva stopnja dvodimenzionalne elektroforeze, kjer 
kot že omenjeno zgoraj, ločuje proteine glede na pI. Vzorec je nanešen na trakove z 
imobiliziranim pH gradientom (IPG trakovi). V uporabi so trakovi z različnim pH 
območjem: široko pH območje (3-11), srednje (4-7), ozko (3,5-5,5) in ultra ozko (4,9-
Slika 5 Shematski prikaz principa 2-D elektroforeze 
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5,3). Na ta način se lahko doseže boljša ločljivost pri vzorcih, ki imajo proteine z zelo 
podobnimi alkalnimi pKa vrednostmi(40). Torej proteini po nanosu na IPG trak, pod 
vplivom električnega polja potujejo proti točki na traku, kjer je njihov celokupni naboj 
enak 0 (slika 5). Proteini s pozitivnim neto nabojem se premikajo v smeri katode, 
dokler ne pridejo do pH, ki je enak njihovim pKa (neto naboj proteina enak 0). Enako 
velja za negativno nabite proteine, le da tej potujejo proti anodi(40). Ločljivost IEF je 
odvisna od električnega polja, zato se le-ta izvaja pri visokih napetostih (500-1000V). 
Posledica visoke napetosti je segrevanje trakov, zato je hlajenje med časom 
fokusiranja nujno potrebno (20°C) (40). 
 
1.6.2. SDS-PAGE 
SDS-PAGE prestavlja drugo dimenzijo ločevanja, ki temelji na razvrščanju 
proteinov glede na molekulsko maso. Osnova je poliakrilamidni gel z SDS. SDS je 
anionska površinsko aktivna snov, ki v vodi tvori micele (sestavljene iz 70-80 
molekul), ki so navzven hidrofilni. Proteini morajo biti pred nanosom na gel 
popolnoma denaturirani in negativno nabiti, da potujejo na gelu proti pozitivni katodi 
in se ločijo samo glede na njihovo Mw. 
Po končanem SDS-PAGE, so geli tretirani z barvilom, za potrebe vizualizacije 
in nadaljnje računalniške obdelave. Gele se največkrat barva s srebrovim(I) nitratom 
ali koloidnim barvilom Coomasie brilliant modro. Za bolj občutljivejšo detekcijo pa 
se uporabljajo barvila s fluorofori , kot so Deep Purple Protein Stain in Sypro Ruby. 
(GE Healthcare). 
 
1.7. Prenos western 
Metoda prenos western je analitična tehnika, ki se uporablja za detekcijo 
specifičnih proteinov v danem vzorcu (41). Najpogosteje se za pripravo vzorca pred 
prenosom western uporabi  SDS-PAGE, ki proteine loči glede na njihovo velikost. V 
našem raziskovalnem delu smo dodali še en korak in smo pred SDS-PAGE proteine z 
izolektričnim fokusiranjem ločili še glede na njihovo izoelektrično točko. Sledi prenos 
proteinov z gela na nitrocelulozno membrano na osnovi električnega toka. Za 
specifično določanje proteinov se uporabljajo protitelesa. Vezavi primarnih protiteles 
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sledi še vezava sekundarnih protiteles, ki so specifična za živalsko vrsto, iz katere so 
nastala primarna protitelesa. Na njih je vezan biotin ali encim (največkrat alkalna 
fosfataza ali hrenova peroksidaza ang. horseradish peroxidase (HRP). Vezan biotin ali 
encim reagirata s substratom, kar na osnovi fluorescence omogoči detekcijo lise 
proteina (41,42). 
 
1.8. Identifikacija proteinov z masno spektrometrijo (MS) 
Masna spektrometrija je analitična tehnika za identifikacijo kemične sestave 
snovi, ki temelji na separaciji plinastih ionov, ki jih snov oddaja glede na razlike v 
njihovi masi in naboju(43). Leta 1975 je bila masna spektrometrija prvič uporabljena 
za identifikacijo bakterij na osnovi proteoma. Od takrat naprej se je masna 
spektrometrija začela bliskovito razvijati in je danes nepogrešljiva metoda v 
proteomiki.  
 
1.8.1. MALDI TOF/TOF  
MALDI TOF/TOF (matrix assisted laser desorption ionisation - time od flight) 
– ionizacija v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem časa preleta 
ionov se uporablja za identifikacijo biomolekul (DNA, peptidi, proteini in sladkorji) 
ter večjih organskih molekul (polimeri in ostale makromolekule), ki so v ioniziranem 
stanju bolj krhke. Proces analize poteka v treh korakih, kot je prikazano na sliki 6. 
Najprej se vzorec zmeša s primernim matriksom in se mešanico nanese na kovinski 
nosilec. Matriks je raztopina, sestavljena iz kristaliziranih molekul (najpogosteje 
uporabljene: sinapinična kislina, α-CHCA in DHB), prečiščene vode in organskega 
topila (acetonitril ali etanol). Za tvorbo [M-H+] ionov se v večini doda še 
trifluoroocetno kislino. Nato pulzirajoči laser obseva vzorec z matriksom, kar sproži 
njegovo ablacijo in desorpcijo. Na koncu se molekule analita ionizirajo s protonacijo 
ali deprotonacijo in potujejo po cevi do detektorja, kjer se ločijo glede na čas 
potovanja. Večji ioni potujejo počasneje v primerjavi z manjšimi (43). To tehniko smo 
uporabili pri identifikaciji proteinov, ki smo jih izrezali iz poliakrilamidnih gelov 2-D 
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elektroforeze. 
Slika 6: Shema MALDI TOF/TOF masnega spektrometra (prirejeno po vir št.( 42)) 
1.8.2. ESI masna spektrometrija 
 ESI (ang. elecrospray ionization) masna spektrometrija se prav tako uporablja 
za analizo večjih biomolekul. Vzorec se raztopi v organskem topilu (največkrat 
acetonitril ali etanol) in vstavi v iglo, ki je povezana na visoko napetost, ki ustvari 
aerosol. Aerosoli nato potujejo čez električno polje do detektorja, kot je prikazano na 
sliki 7. Ioni se ločijo tako kot pri MALDI-ju glede na čas preleta, ki izraža njegovo 
velikost. Za razliko od MALDI MS tukaj nastajajo ioni z večkratnim nabojem, kar 
razširi obseg detekcije večjih masnih razponov (od kDa do MDa) proteinov in 
njihovih polipeptidnih fragmentov. To tehniko smo uporabili pri analizi vzorcev 
celičnih lizatov. 




2. Namen in načrt za delo 
Na podlagi prebrane literature smo se odločili preučiti protivnetno delovanje 
bosveličnih kislin. V strokovnih člankih je bilo dokazano delovanje AKBA-e na 
encim 5-LO. So pa do sedaj vedno uporabljali metode, ki so preučevale samo izbrane 
vnetne dejavnike. Naš namen je z uporabo 2-D elektroforeze raziskati proteom in s 
tem dobiti vpogled v izražanje vseh vnetnih proteinov. Zanima nas, ali lahko AKBA 
spodbudi tudi izražanje nekaterih protivnetnih citokinov, torej povečano izražanje 
endogenih dejavnikov, ki zmanjšujejo vnetje. Za to bomo uporabili ekstrakt bosvelije, 
standardiziran na 65 % (m/m) vsebnost AKBA. Za in vitro celični model bomo 
uporabili humane rakave enterocite Caco-2. Za sprožilec vnetja smo izbrali baterijski 
endotoksin LPS. Celice bodo s kaskadno reakcijo preko receptorja TLR-4 začele 
proizvajati citokine kot so TNF-alfa, IL-1, IL-6 ter IL-10. 
Naredili bomo dve biološki ponovitvi na isti biološki seriji celic. Biološka 
ponovitev predstavlja, ponovitev poizkusa na istem živalskem ali rastlinskem delu, ki 
je vzeta iz iste serije v istem obdobju rasti ali delitve. V prvi biološki ponovitvi bomo 
celicam dodajali ekstrakt bosvelije serata (EBS) in LPS v različnem zaporedju: 
1.najprej LPS nato EBS, 2. najprej EBS nato LPS, 3. EBS in LPS hkrati. S tem želimo 
ugotoviti, v katerem časovnem obdobju ima EBS največji protivnetni učinek. V drugi 
biološki ponovitvi bomo ekstrakt bosvelije dodajali v različnih koncentracijah, z 
namenom dokaza koncentracijske odvisnosti. Predpostavljamo zmanjšanje 
provnetnih citokinov v celicah, katerim bo dodan ekstrakt bosvelije. Dodali bomo tudi 
negativno kontrolo, v kateri bodo netretirane celice. Pozitivna kontrola bo vsebovala 
celice z dodanim LPS-om. Ko bomo po opravljeni elektroforezi dobili slike gelov 
različnih kombinacij, bomo primerjali intenziteto lis na gelu. Predpostavljamo, da bo 
imela pozitivna kontrola največ lis, ki bodo imele večjo intenziteto glede na negativno 
kontrolo. Na slikah gelov celic z LPS-om in BOS pa naj bi imele določene proteinske 
lise manjšo intenziteto in te naj bi predstavljale pro vnetne dejavnike. Živost celic po 
izvedenem poizkusu bomo preverili z testom MTS. 
Za potrditev vnetja bomo naredili prenos western na gelih, kjer bomo 
specifično ciljali provnetna citokina TNF-α in IL-6. Drugi del za odkrivanje rezultatov 
bo računalniška obdelava slik gelov s programom 2-D Dymension podjetja Sygene. 
Sledilo bo izrezovanje lis in identifikacija proteinov. Izbrali bomo 4-6 lis, ki bodo 
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imele glede na negativno kontrolo bodisi manjšo, bodisi večjo intenziteto. Izbrane lise 
bomo izrezali iz gelov in jih poslali v analizni laboratorij. Tam jim bodo z masno 
spektrometrijo določili identiteto. Načrt dela je prikazan na sliki 8. Glede na rezultate 
bomo lahko potrdili ali ovrgli hipoteze.  
Hipoteza 1: Pričakujemo aktivacijo in vitro vnetnih dejavnikov v Caco-2 
celični liniji po dodatku LPS. 
Specifični cilji:  
- Vezava monoklonskih protiteles proti TNF-α na membrano po 
prenosu proteinov po metodi western 
- Vezava monoklonskih protiteles proti IL-6 na membrano po 
prenosu proteinov po metodi western 
Hipoteza 2: Pričakujemo zmanjšano ali povečano izražanje vsaj 1 ali več 
proteinov, ki so se aktivirali ob dodatku LPS zaradi dodatka ekstrakta bosvelije. 
Specifični cilji:  
- V vzorcih z dodanim LPS bo glede na same Caco-2 celice na 
gelih opažena povečana intenziteta ene ali več proteinskih lis. 
- V vzorcih celic z dodanim ekstraktom bosvelije in LPS bo na 
gelih opažena manjša intenziteta ene ali več proteinskih lis v 
primerjavi s samim LPS-om. 
 
Hipoteza 3: Z metodo 2-D elektroforeze nam bo uspelo identificirati 
izbrane proteine, ki so posredno ali neposredno povezani z vnetjem.   
Specifični cilji: 
- Izbrane proteine, ki bodo imeli značilno spremenjeno 




Slika 8: Shematski prikaz načrta dela 
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali – Fakulteta za farmacijo 
Laboratorijska oprema 
Aparature 
 Avtomatske pipete (2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL), Ependorff 
 Centifugirka (10 mL), MIKRO 22R, Hettich 
 Centrifugirka – Centrifuge 5810 R, Eppendorf 
 Čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Safire; Tecan Group ltd. Švica 
 Hladilnik (0-4°C) MPR-721 
 Celični inkubator, LiConiC 
 LAF komora, MBK MX 18-2, Iskra Pio 
 Mikroskop, CKX4SF2 CCD, Olympus 
 Multikanalna pipeta, Biohit mLINE 
 Tehtnica, XP 2002/2, Mettler Toledo 
 Vortex, Tehtnica 
 Aparatura za prenos proteinov; Scientific iBlot TM 
 Gbox; Syngene 
 Računalnik, ThinkCentre pentium 4, IBM 
 Termo pečica inkubator, NBD 602, Nanbei 
 
Steklovina in plastični material 
 Brizga 
 Epruveta 2 ml 
 Membranski filter s poroznostjo 0,2 µm Xtra PTFE L-luer; Micropolo  
 Mikrotitrska ploščica ( 96 vdolbinic, ravno dno ) 
 Pipetni nastavki (0,02; 0,1; 1 mL), Ependorff  
 
Kompleti 
 Fisher Scientific iBlot™ 2 Transfer Stack 




 1% L-Glutamin; Sigma 
 1% Penicilin in streptamicin; Sigma  
 20 % PBS, pH 7,4; Gibco 
 78 % Advanced DMEM; Gibco 
 85% etanol; Stella Tech 
 Bradfordov reagent – Coomassie Plus Assay Reagent; Pierce Group, Ltd. Švica)  
 Caco-2 celice 
 CHAPS; GE Healthcare 
 DMSO – dimetisulfoksid; Gibco 
 DTT – ditiotreitol; Sigma 
 EDTA; Sigma 
 Goveji serumski albumin (BSA), c= 2mg/ml 
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 Inhibitor proteaz; Biovision E.Z blocker protease inhibiton 
 IPG pufer; GE Healthcare 
 MiliQ voda 
 MTS reagent: CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent; Promega 
 PBS pufer; Gibco 
 Tiourea; Sigma 
 Tripsin; Sigma  
 Urea; Sigma 
 Natrjevdodecil sulfat ( SDS ); Sigma 
 2-merkaptoetanol; Sigma Aldrich  
 Tris baze; Sigma Aldrich 
 Posneto mleko v prahu; Pomurske mlekarne 
 Tween® 20; Merck 
 Na2HPO4 x 2H2O; Sigma 
 KH2PO4;  




 Caco-2 celična linija; ATCC ® HTB-37  
 Ekstrakt bosvelije, Naturalis Francija 
 proti-IL-6 mAb – biotin; ABCAM 39C3 
 proti-TNF-α mAb – biotin; ABCAM MT20D9 
 Streptavidin-HRP; Jackson ImmunoResearch 
 
Pufri in raztopine 
Ekstrakcijski pufer 
 
Urea 10,5 g 
Tiourea 3,8 g 
CHAPS 1 g 
IPG pufer 500 µl 
Bromofenol modro 1 kristalček 
Dopolniti z ddH2O Do 25 ml 
 
25 % v/v vodna raztopina DMSO  DMSO 1,25 ml 
ddH2O 3,75 ml 
 
Raztopina BOS 1 
 
Ekstrakt bosvelije (65% AKBA) 10,0 g 
85 % Etanol 10 ml 
 
Raztopina BOS 1mg/ml 
 
Ekstrakt bosvelije (65% AKBA) 10,0 g 
25 % v/v vodna raztopina DMSO 10 ml 
 
0,05 % Tween fosfatni pufer 
(PBST) 
 
Na2HPO4 x 2H2O 1,8 g 
KH2PO4 0,24 g 
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NaCl 8,0 g 
KCl 0,2 g 
Dopolniti z ddH2O Do 1000 ml 
Tween 20 0,5 ml 
 
pufer za odstranitev protiteles z 
membrane 
 
Tris HCl pH 6,8 31,25 ml 
2-merkaptoetanol 3,5 ml 
Dopolniti z ddH2O Do 500 ml 
 
Hranilno gojišče za celice 78 % Advanced DMEM 78 % 
20 % PBS, pH 7,4 20 % 
Glutamin 1 % 
Penicilin in streptamicin 1 % 
  Gojišče smo pripravili v LAF komori. 
 
3.2. Materiali – Biotehniška fakulteta 
Laboratorijska oprema 
Aparature 
 Avtomatske pipete ( 2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL, 1-10mL), Ependorff 
 Centrifuga 5415r; Ependorff 
 Ettan IPGphore Isoelectric Focusing System; GE Healthcare  
 Hladilnik (T = 5 °C); LTH Škofja loka 
 Ledomat 
 Magnetni mešalo; Tehtnica 
 Mikrovalovna pečica; Candy 
 stresalna plošča; Bio rad 
 Tehtnica AT201; Mettler Toledo  
 termostatski cirkulator MultiTemp Ⅲ; GE Healthcare 
 ultrazvočna kopel (Sonis Pio) 
 usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare) 
 Vertikalni diskontinuirni   elektroforetski  sistem  SE 600 Hoeffer Scientific 
Instruments 
  Vrtinčnik - Mešalnik Vibromix 104 EV; Tehtnica Železniki 
 Zmrzovalnik (T = -20 °C); LTH Škofja loka 
 Zmrzovalnik (T = -80 °C); Heto  
 
  Steklovina in plastični material 
 Merilni valj 
 Mikrocentrifugirke ( V = 2 mL ); Micropolo 
 Pipetni nastavki (0,02; 0,1; 1; 10 mL); Ependorff 
 Plastične epruvete; Micropolo 
 Steklene bučke ( V = 25, 50, 100, 200, 1000 in 2000 mL)  
 Steklene plošče; GE Healthcare  
Ostalo 
 1-mm distančniki 
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 Aluminijasta folija  
 Elektrode; GE Healthcare 
 Elektrodni trakovi; GE Healthcare 
 Pinceta 
 Pisarniške plastične mape 
 Podstavek z režami za rehidracijo IPG-trakov; GE Healthcare  
 Posoda za led  
 Trakovi z imobiliziranim pH gradientom – IPG trakovi, 13 cm; GE Healthcare 




 100 % Metanol; Merck 
 100 % Ocetna kislina; Merck 
 Agaroza; Sigma 
 APS; Sigma 
 Barvilo Sypro Ruby; Invitrogen  
 Bromofenol modro; Merck 
 CHAPS; GE Healthcare 
 ddH2O 
 Ditiotreitol – DTT; Sigma 
 Glicerol; Sigma 
 Glicin; Merck 
 IPG pufer; GE Healthcare 
 Jodacetamid – JAA; Sigma 
 37 % HCl; Merck 
 Mineralno olje; Sigma 
 Raztopina akrilamid/bisakrilamid ( 30%/0,8%); Sigma 
 SDS; Sigma 
 TEMED; Sigma 
 Tiourea; Sigma 
 Tris ( hidroksimetil)-aminometan –Tris-baza; Sigma 
 Urea; Sigma 
 
Kompleti 
 Komplet: »2-D clean up kit«; GE Healthcare  
o Aditiv  
o Ko-precipitant 
o Precipitat 
o Pufer za izpiranje 
 
Pufri in raztopine 
 
Pufer za rehidracijo trakov  
 
Urea 10,5 g 
Tiourea 3,8 g 
CHAPS 0,5 g 
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IPG pufer 500 µl 
Bromofenol modro 1 kristalček 
Dopolniti z ddH2O Do 25 ml 
 
Ločilni gel z debelino 1 mm - 12 % 
(w/v) akrilamid 
 
Raztopina akrilamid/bisakrilamid            
( 30%/0,8%)  
15,7 ml 
1,5 M raztopina Tris-HCL, pH = 8,8 9,8 ml 
10 % (w/v) raztopina SDS  0,4 ml 
ddH2O  13 ml 
10 % (w/v) raztopina APS* 195 µL 
TEMED* 13 µL 
 Količina sestavin za 2 gela. *APS in TEMED dodamo, po razplinjenju raztopine z ostalimi 
sestavinami v ultrazvočni kopeli ( 10 min ). 
 
1,5 M raztopina Tris-HCl, pH = 8,8 Tris – baza  36,3 g 
ddH2O  150 ml 
Uravnamo pH na 8,8 s konc. HCl  
Dopolniti z ddH2O Do 200 
ml 
 
10 % (w/v) raztopina SDS  SDS  10,0 g 
Dopolniti z ddH2O Do 200 
ml 
 
10 % (w/v) raztopina APS 
  
APS 0,1 g 
Dopolniti z ddH2O Do 1 ml 
 
Pufer za uravnoteženje ( PU ) – 
osnovni  
 
1,5 M raztopina Tris-HCL, pH = 
8,8 
5 ml 
Urea 36 g 
Glicerol 30 ml 
SDS 2 g 
Bromofenol modro 1 kristal 
Dopolniti z ddH2O Do 100ml 
 
Pufer za uravnoteženje Ⅰ  PU – osnovni  10 ml 
DTT 0,1 g ( 65 mM ) 
 
Pufer za uravnoteženje Ⅱ  PU – osnovni  10 ml 
JAA 0,48 g ( 260 mM ) 
 
1x SDS elektroforezni pufer Tris-baza 3,0 g 
Glicin 14,4 
SDS 1 g 
Dopolniti z ddH2O Do 1000 ml 
 
Agarozna raztopina Agaroza 3,0 g 
1x SDS elektroforezni pufer do 100 
ml 
      14,4 ml 
Bromofenol modro* 1 kristalček 
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 Raztopino segrejemo v mikrovalovni pečici do 100 °C, *nato dodamo  
bromofenol modro. 
Fiksacijska raztopina 100 % metanol  500 ml 
100 % ocetna kislina 70 ml 
Dopolniti z ddH2O Do 1000 ml 
 
Raztopina za razbarvanje 100 % metanol  100 ml 
100 % ocetna kislina 70 ml 
Dopolniti z ddH2O Do 1000 ml 
 
3.2. Metode 
3.2.1. Gojenje Caco-2 celic 
Celice smo gojili v posodah za gojenje celic velikosti 75 cm2. Velikost posod 
smo določili na podlagi končne potrebne količine za izvajanje elektroforeze (10^8 
celic/posodo). Hranili smo jih v inkubatorju s pogoji: 95% CO2, 5% O2  in 37°C.  
Celotni postopek presajanja in poskusa smo izvajali v  komori z laminarnim pretokom 
zraka (LAF – laminar air flow). Tako smo preprečili kontaminacijo celic z 
mikroorganizmi pirogeni iz okolja. Pred prenosom materiala in opreme v LAF 
komoro, smo le-tega razkužili z 70% etanolom. Pripravo gojišča za celice smo prav 
tako izvajali v LAF komori. Ker so celice adherentne in rastejo v monosloju, smo jih 
po prerastu čez dno gojitvene posode presadili, da so lahko uspešno rastele naprej. Po 
odmrzniti celic smo 14 dni na vsake 3 dni presajali celice z ustreznim redčitvenim 
faktorjem, da so prišle v fazo deljenja s katerimi smo izvajali poskus – dodajanje LPS-
a in BOS.  
Odmrznitev celic: Zamrznjene celice na -80°C smo potopili v vodno kopel s 
temperaturo 37 °C za 30s. Celicam smo dodali 1 ml ogretega hranilnega gojišča, s 
čimer smo pospešili postopek odmrznitve. Nato smo celotno vsebino iz krioviale 
prenesli v cetrifugirko in ji dodali 5 ml hranilnega medija, segretega na 37 °C. 
Odtajane celice smo centrifugirali 5 min na 1200 obr/min. Supernatant smo zvrgli, 
sediment s celicami pa smo resuspendirali v 1 ml gojišča. Celice smo prenesli v 
gojiščno posodo z 9 ml hranilnega medija, katero smo postavili v inkubator. 
Presaditev celic: Posode s celicami smo razkužili in jih postavili v LAF 
komoro. Celicam smo previdno, brez dotikov dna, odstranili gojišče in le-te sprali z 5 
ml PBS. V posodo smo odpipetirali 5 ml PBS z 0,02% EDTA ter 80 µl tripsina. 
Posodo smo inkubirali na 37 °C, 5 min. Vmes smo pod mikroskopom preverili ali so 
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celice odstopile od podlage ali ne. Po preteklih 5 minutah smo v posodo dodali 5 ml 
gojišča. Celotno vsebino smo centrifugirali 5 min na 1200 obr/min. Celice, ki se 
nahajajo v sedimentu, smo resuspendirali v 1 ml gojišča in jih razredčili v razmerju 
1:5. 200 µl razredčenih celic smo dali v gojiščno posodo z 10 ml gojišča. Vse skupaj 
smo postavili nazaj v inkubator, do naslednje presaditve.  
Liza celic: Po končanem poskusu smo celice odlepili od površine s tripsinom 
in jih centrifugirali po opisanem postopku zgoraj (presaditev celic). Sedimentu celic 
smo dodali 2 ml ekstrakcijskega pufra, 10 µL proteaznega inhibitorja in 13 µl DTT 
(0,03 g/2 ml; 65 mM). Vse skupaj smo premešali na vortex mešalu in centrifugirali 10 
min na 16,1 rcf. Sediment z odpadnimi produkti celic smo zavrgli, supernatant pa 
zamrznili na -20°C, razen 5 µl, ki smo ga potrebovali za določanje koncentracije 
proteinov. 
Zgoraj opisani postopek je enak za 1. in 2. biološko ponovitev. 
3.2.2. Pripravaekstrakta bosvelije 
Ekstrakt bosvelije smo dobili v suhi obliki iz podjetja Naturalis, Francija. 
Vzorec je standardiziran na 65 % vsebnost AKBA.  
1. Biološka ponovitev: 15,4 mg suhega ekstrakta bosvelije smo raztopili v 10 
ml 85 % etanola, tako da smo dobili koncentracijo AKBA 1 mg/ml. 
Ekstrakt smo s postopnim mešanjem raztopili na mešalu vortex in jo s 
pomočjo injekcijske brizge filtrirali (0,2 µl – širina reže) v epruveto. 
Postopek je potekal v LAF komori. Raztopina BOS 1 
2. Biološka ponovitev: enak postopek kot pri 1.biološki ponovitvi, le da smo 
prah bosvelije raztopili v 25 % v/v vodni raztopini DMSO. Koncentracija 
AKBA 1 mg/ml. Raztopina BOS 2 
3.2.3. In vitro vnetni model na celični linija Caco-2 
Najprej smo namnožili celice v 5 gojilnih posod. Tri dni pred poskusom s 
celicami smo naredili presajanje celic po zgoraj opisanem postopku. Najprej smo pod 
mikroskopom preverili, ali so celice prerasle 90 % gojiščne posode. Pazili smo, da so 
celice tvorile samo monosloj in niso začele že rasti v več slojih. Celicam smo previdno 
odstranili gojišče in dodali 10 ml svežega (segretega na 37 °C).  
Zgoraj opisani postopek je enak za 1. in 2. biološko ponovitev. 
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3.2.3.1. Prva biološka ponovitev 
V posodo s celicami smo dodali 2 µl LPS-a z masno koncentracijo 2,5mg/ml, 
da je bila končna koncentracija v posodi s celicami 500 ng/ml. To je koncentracija, ki 
sproži vnetje a še ne poškoduje celic. (45) Po Enačbi 1 smo preračunali tudi, da 
potrebujemo 100 µl prej pripravljene raztopine BOS 1; z masno koncentracijo AKBA 
0,1 mg/ml. Končna koncentracija v gojilni posodi je bila tako 10 µg/ml AKBA-e; 
povzeta iz člankov (46). 
ENAČBA 1: m=c*V 
Celicam s svežim gojiščem smo dodajali raztopino bosvelije in LPS-a v 
različnih časovnih obdobjih. V preglednici II je prikazan časovni potek. Da so bile 
celice izpostavljene enakim pogojem, smo posodam brez dodatka raztopine bosvelije 
(topilo etanol), dodali 100 µl 85% Etanola. 
Preglednica II: Časovni prikaz poteka prve biološke ponovitve s celično linijo Caco-2. 
ČAS [ h ] 0 24 48 
1. Posoda 100 µL Etoh Liza celic / 
2. Posoda  2 µl LPS + 100 µl Etoh Liza celic / 
3. Posoda 2 µl LPS Menjava gojišča + 100 µl 
razt. BOS 1 
Liza 
celic 
4. Posoda 100 µl razt. BOS 1 Menjava gojišča + 2 µl LPS Liza 
celic 
5. Posoda 100 µl razt. BOS 1 + 2 
µl LPS 
Liza celic / 
 
3.2.3.2. Druga biološka ponovitev 
Ob raziskanih vnetnih odzivih smo izbrali vrstni red dodajanja kot je zapisan 
v preglednica II, posoda 3.  Najprej smo dodali 2 µl LPS-a celicam v monosloju. Po 
24h smo zamenjali gojišče in dodali različne količine raztopine BOS 2, tako so bile 
končne koncentracije AKBA v gojilnih posodah: 2 µg/ml, 10µg/ml, 50 µg/ml. 
Količine dodane raztopine BOS 2, ki smo jih preračunali po enačbi 1, so prikazane v 
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preglednici ⅡI. Koncentracija LPS-a v gojilni posodi ostaja enaka kot pri prvi biološki 
ponovitvi: 500 ng/ml.  
Preglednica III: Koncentracije AKBA v gojilnih posodah po dodatku raztopine BOS 2 
 Količina dodane  raztopine 
BOS 2 
Končne koncentracije AKBA v 
flask-u 
Posoda3 20 µl 2 µg/ml 
Posoda4 100 µl 10 µg/ml 
Posoda5 500 µl 50 µg/ml 
 
Preglednica IV: Časovni prikaz poteka druge biološke ponovitve s celično linijo Caco-2 






1. Posoda / Menjava gojišča Liza celic / 
2. Posoda 2 µl LPS Menjava gojišča Liza celic / 
3. Posoda 2 µl LPS Menjava gojišča 20 µl razt. BOS 2 Liza celic 
4. Posoda 2 µl LPS Menjava gojišča 100 µl razt. BOS 2 Liza celic 
5. Posoda  2 µl LPS Menjava gojišča 500 µl razt. BOS 2 Liza celic 
 
3.2.4. MTS – test metabolične aktivnosti celic 
Za preverjanje citotoksičnosti ekstrakta bosvelije na Caco-2 celice smo 
naredili test metabolične aktivnosti (MTS). Uporabili smo »CellTiter 96® AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay« komplet in test izvedli po navodilih proizvajalca 
(Promega). Za potrebe testa smo na mikrotitrsko ploščo v vsako luknjico odpipetirali 
po 100 µl različnih celičnih titrov (20,000 celic). Za pozitivno kontrolo smo vzeli 
celice brez dodatka bosvelije, za negativno kontrolo smo dodali NEG REAGENT, ki 
sproži apoptozo celic. Test smo izvajali v dveh paralelkah. Z multikanalno pipeto smo 
po nanosu celičnega titra v vsako luknjico vnesli 20 µL reagenta MTS. Po dodatku 
vseh reagentov smo ploščo postavili v inkubator s pogoji: 95 % vlažnost, 5 % CO2 in 
37°C. Meritve smo izvedli s spektrofotometričnim čitalcem mikrotitrskih plošč v dveh 
časovnih intervalih: 1h in 4h. V preglednici Ⅴ je prikazana priprava celičnih titrov in 
izvedba MTS testa. 
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Preglednica V: Prikaz priprave celičnih titrov in izvedba MTS testa 
ČAS [ h ]* 
0 
Gojilna posoda 75 cm2 
24 
Mikrotitrska plošča 96 
25 28 
1. Vzorec Monosloj Caco-2 celic 100 µl celični titer 



















3. Vzorec  
Končna konc. EBS    2 
µg/ml 
20 µl razt. BOS 2 v 
monosloj Caco-2 celic 
100 µl celični titer 
+ 20 µl r. MTS 
4. Vzorec 
Končna konc. EBS 10 
µg/ml 
100 µl razt. BOS 2 v 
monosloj Caco-2 celic 
100 µl celični titer 
+ 20 µl r. MTS 
5. Vzorec 
Končna konc. EBS 50 
µg/ml 
500 µl razt. BOS 2 v 
monosloj Caco-2 celic 
100 µl celični titer 
+ 20 µl r. MTS 
6. Vzorec Monosloj Caco-2 celic 100 µl celični titer 
+ 20 µl r. MTS 
7. Vzorec / 100 µl hranilnega 
gojišča + 20 µl r. 
MTS 
 V inkubatorju s pogoji: 95 % vlažnost, 5 % CO2 in 37°C. 
 
3.2.5. Določitev celokupne koncentracije proteinov z metodo po Bradfordu 
Za potrebe elektroforeze smo določili celokupno koncentracijo proteinov v 
posameznem lizatu celic z metodo po Bradfordu.  Najprej smo pripravili standarde 
BSA (goveji serumski albumin) s koncentracijami 25, 50, 100, 200, 400, 700 in 1000 
µg/ml. Na mikrotitrsko ploščico smo nanesli po 3 alikvote vsakega standarda in treh 
različnih redčitev (10x, 100x, 1000x) naših vzorcev. Vse standarde in vzorce smo 
redčili s pufrom PBS. Z multikanalno pipeto smo v vsako vdolbinico vnesli po 300 µl 
Bradfordovega reagenta. Po 10 min smo z čitalcem mikrotitrskih ploščic izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 595 nm. Iz absorbanc standardov smo naredili 
umeritveno krivuljo, s pomočjo katere smo izračunali koncentracijo proteinov v naših 
vzorcih.  
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Zgoraj opisani postopek je enak za 1. in 2. biološko ponovitev. 
3.2.6. Dvodimenzionalna elektroforeza 
Lizirane celice smo pripeljali na Biotehniško fakulteto, kjer smo poizkus 
nadaljevali z 2-D elektroforezo po načrtu prikazanem na sliki 9. 
 
Slika 9: Grafični prikaz poteka 2-D elektroforeze 
3.2.6.1. Čiščenje proteinov  
Lizat celic smo očistili s kompletom  (»2-D clean up« kit) po postopku 
38  
proizvajalca. Za potrebe elektroforeze smo potrebovali 100 µg proteinov, zato smo 
vzeli 10 µL vzorca s koncentracijo 10 g/L (izmerjeno po Bradfordu).  
Postopek čiščenja proteinov:  
- prenos 10 µl lizata v mikrocentrifugirko ( V=2 ml ), dodatek 90 µL 
ddH2O 
- dodatek 300 µl precipitanta, mešanje na vrtinčniku in inkubacija na 
ledu 15 minut 
- dodatek 300 µl ko-precipitanta v mikrocentrifugirko, mešanje na 
vrtinčniku 30 s, 
- centrifugiranje pri 12000 g, 5 min, T = 4 oC, 
- odstranitev supernatanta s pipetiranjem, sediment se ne sme 
resuspendirati, 
- dodatek 80 μl ko-precipitanta in inkubacija na ledu 5 min, 
- centrifugiranje pri 1200 g, 5 min, T = 4 oC, odstranitev supernatanta, 
- dodatek 50 μl ddH2O, mešanje na vrtinčniku 30 s 
- dodatek 1 ml pufra za izpiranje (hlajen 1 h na T = -20 oC ) in 5 μl  aditiva, 
mešanje na vrtinčniku dokler se sediment ne resuspendira, 
- inkubacija pri T = -20 oC 30 minut, mešanje na vrtinčniku 20-30 sekund 
vsakih 10 minut, 
- centrifugiranje pri 12000 g, 5 min, T = 4 oC, 
- odstranitev supernatanta, sušenje sedimenta na zraku največ 5 min; 
sediment smo zamrznili na -80 °C ali takoj uporabili pri rehidraciji 
trakov  
 
3.2.6.2. Prva dimenzija – izoelektrično fokusiranje ( IEF ) 
Rehidracija trakov: Pufer za rehidracijo trakov smo odtajali na sobni 
temperaturi in mu dodali DTT (koncentracija v pufru 18 mM). Očiščene proteine, ki 
se nahajajo v sedimentu (točka 3.2.3.1), smo raztopili v 250 µL pufra za rehidracijo 
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trakov z DTT.  Uporabili smo podstavek z režami za rehidracijo trakov, ga 
uravnotežili, nato pa v režo odpipetirali 250 µL pufra za rehidracijo z vzorcem in DTT. 
Vzeli smo IPG trakove z imobiliziranim pH gradientom dolžine 13 cm. Pred nanosom 
na posodo iz njih odstranimo folijo in jih z gelom obrnjenim navzdol položimo v režo 
čez pufer za rehidracijo. Pazimo, da med podstavkom in trakom nismo ujeli nobenih 
zračnih mehurčkov. Čez vsako režo polijemo 3 ml mineralnega olja, pokrijemo z 
aluminijasto folijo in pustimo stati čez noč.  
Izoelektrično fokusiranje – IEF: Naslednji dan, ko je bila rehidracija trakov 
končana, smo trakove pomočili in sprali z ddH2O. Za IEF smo uporabili aparaturo 
Ettan IPGphore s pripadajočimi deli: plošča z režami za trakove, dve elektrodi in 
elektrodni trakovi. Sprane trakove smo postavili z gelom obrnjenim navzgor v reže na 
aparaturi. Elektrodne trakove smo omočili z 150 µL ddH2O in jih postavili čez oba 
konca gela (za vsak gel posebej). Stikajoče z elektrodnimi trakovi smo postavili čez 
še elektrode (na katodnem in anodnem koncu). Celotno sestavo IPG trakov smo prelili 
z 108 ml mineralnega olja. Nastavili smo parametre na Ettan IPGphore: T = 20 °C, 
št.trakov (1-12), 50 µA/trak in napetost (preglednica ⅤI). Po končanem fokusiranju 
smo postavili trakove v plastično mapo in jih hranili v zmrzovalniku (T = -80 °C) do 
izvajanja druge dimenzije. Hkrati smo izvedli IEF za 2 do 10 IPG trakov. 
Preglednica VI: Pogoji izoelektričnega fokusiranja z Ettan IPGphor 
Faza IEF       Napetostni način       Napetost [ V ]     Čas [ min ] 
1. faza Konstantni 500           60 
2. faza Gradientni 1000            60 
3. faza  Gradientni 8000 150 
 
3.2.6.3. Druga dimenzija – SDS PAGE 
Vlivanje gelov: Najprej smo sestavili kalup (dimenzije: 14 x 16 cm), ki drži 
dve stekleni plošči skupaj in pokončno. Zmešali smo sestavine za pripravo ločilnega 
gela in zmes postavili v ultrazvočno kopel za 10 min. Tik pred ulivanjem gela smo 
dodali APS in TEMED ter rahlo premešali (pazili smo, da nismo vmešali zračnih 
mehurčkov). Z stekleno pipeto smo vlili med stekleni plošči 19 ml ločilnega gela. 
Takoj zatem smo na površino gela vlili 4 ml ddH2O. Gel je polimeriziral po cca dveh 
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urah. Mi smo nadaljevali z delom vedno šele naslednji dan. 
Pri postopku vlivanja gelov smo uporabili akrilamid. Zaradi njegove nevro- in 
geno- toksičnosti smo pri rokovanju uporabljali močnejše nitrilne rokavice. Postopek 
mešanja in ultrazvoka smo izvajali v digestoriju.  
Uravnoteženje trakov: IPG trakove smo vzeli iz zmrzovalnika in jih sprali v 
epruvetah z 1x SDS elektroforeznim pufrom. Posamezne trakove smo prenesli v 
epruvete z 5 ml pufra za uravnoteženje Ⅰ in jih postavili na stresalno ploščo za 15 min. 
Sledil je prenos trakov v epruvete z 5 ml pufra za uravnoteženje Ⅱ in ponovno 15 
minutno stresanje. Trakovi so bili pripravljeni za prenos na gel.  
SDS-PAGE: Za prenos traku na ločilni gel, smo najprej segreli 6 ml agarozne 
raztopine (za en gel) v mikrovalovni pečici na 100 °C. Še vročo raztopino smo vlili 
na površino gela (pred tem smo odlili vodo in površino posušili s fenom), takoj za tem 
smo spustili IPG trak, da se je usedel na vrh gela. Počakali smo 30 min, da se je 
agarozna raztopina strdila. Med tem smo v veliko posodo za SDS-PAGE vlili 4 L 1x 
SDS elektroforeznega pufra. Vanjo smo postavili stekleni kalup z gelom in ga pokrili 
z manjšo posodo, v katero smo nalili 1 L 1x SDS. elektroforeznega pufra. Na vrh smo 
postavili pokrov z elektrodama in jih priključili v usmernik EPS 3501. Pred zagonom 
programa smo na veliko posodo povezali še hladilni sistem (T = 20 °C). Hkrati smo 
izvajali SDS-PAGE za 2 ali 4 gele (2 gela na eno posodo). Gel smo izpostavili 
električnemu toku v dveh fazah (preglednica ⅥI). Potek smo vidno spremljali s 
premikanjem modre črte (črta za bromofenol modro). Ko je ta prišla do konca gela, 
smo izključili električni tok in druga dimenzija je bila s tem končana. 
Preglednica VII: Pogoji za SDS PAGE na usmerniku EPS 3501 XL 
 Čas [ min ] 2 gela  
El. Tok [ mA ] 
4 geli 
El. Tok [ mA ] 
1. Faza 
15 40 80 
2. Faza  
cca 95 * 80 160 
 
3.2.6.4. Detekcija proteinov na gelu 
Po končanem SDS PAGE smo razdrli kalup in gele prenesli v posode za 
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barvanje (2 gela na posodo). Gele smo barvali s fluorescentnim barvilom Sypro Ruby 
po spodnjem protokolu (preglednica ⅦI). 
Preglednica VIII: Protokol za barvanje proteinov na gelu z barvilom Sypro Ruby 
 Raztopina  Čas  
1. Fiksacija 
200 ml fiksacijske 
raztopine 
2 x 30 min 
2. Barvanje 




200 ml raztopine za 
razbarvanje 
2 x 30 min 
4. Izpiranje 
200 ml dd ddH2O 3 x 5 min 
 
Po koncu postopka barvanja smo gele postavili na UV ploščo v napravo za 
slikanje gelov (G-BOX). Na računalniku smo odprli program GeneSnap, preko 
katerega smo zajeli sliko.  Pogoji slikanja: fokus (1,2), povečava (12,5), ostrina (167), 
čas obsevanja s svetlobo (100 ms).  
3.2.6.5. Analiza slik 2-D gelov 
Po slikanju smo slike najprej analizirali s prostim očesom z vertikalno 
primerjavo v programu GeneSnap. Izbrane slike gelov pa smo nato primerjali še s 
programom 2-D Dymension, podjetja Syngene. Program primerja dve ali več slik, 
tako da pokrije eno čez drugo in nato izračuna razmerje normaliziranih  volumnov 2-
D lis, ki se prekrivajo oz. so na istih mesta gela.. Pred tem še ostrani šum ozadja.. 
Potrebna je bila le previdnost, da program pokrije prave lise na gelih, to smo preverili 
s prostim očesom po postavitvi lis na gelih. 
3.2.6.6. Izrezovanje izbranih proteinskih lis  
Izbrane gele smo vzeli iz hladilnika T 5°C, kjer smo jih hranili in jih postavili 
na ploščo za izrezovanje gelov. Po osvetlitvi gela z UV lučko so proteinske lise postale 
vidne, tako da smo jih lahko izrezali. 
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Slika 10: Prikaz izrezovanja izbranih proteinskih lis iz poliakrilamidih gelov 
 
3.2.7. Identifikacija proteinov iz 2-D lis z MALD/TOF/TOF MS 
Izrezane proteinske lise iz poglavja 4.4.2. smo poslali na Inštitut Rođer 
Boškovič v Zagrebu, kjer so naredili identifikacijo proteinov z MALDI TOF/TOF 
4800 Plus analizatorjem, opremljenim z 200 Hz, 355nm neodim-dopiranitrijev 
aluminijev granat Nd: YAG laserjem. MS je bila izvedena z ioni analiziranimi v 
reflektronsko pozitivnem ionskem načinu. Za iskanje po zbirki podatkov NCBInr, ki 
združuje eksperimentalne podatke MS in MS / MS, je bila uporabljena programska 
oprema ProteinPilot v4.5. 
 
3.2.8. Analiza celičnih lizatov z UPLC–MSE 
Vzorce celičnih lizatov: R1/2 – celice z dodanim LPS-om, VZ1/2 – celice z 
dodanim LPS-om in BOS, smo najprej očistili z »2-D clena up kitom« po postopku iz 
poglavja 3.2.6.1. in jih nato poslali v Inštitut Rođer Boškovič v Zagrebu, kjer so 
najprej ločili vse proteine na sistemu Waters nanoAcquity UPLC s pretokom 1 µL/min 
z uporabo kolone nanoAcquity UPLC BEH130 C18 (100 µm x 100 mm, Waters) in 
predkolone 2G-V / M Trap 5 µm Symmetry C18 (180 µm x 20 mm) s hitrostjo pretoka 
15 µL/min, za razsoljevanje vzorcev pred ločevanjem. Sistem UPLC je bil povezan z 
masnim spektrometrom ESI-qTOF SYNAPT G2-Si (način ločljivosti). Podatke MSE 
so iskali v bazi podatkov Uniprot Homo sapiens Proteome (UP000005640), ki je 
vsebovala 20.359 pregledanih in 54.715 nepregledanih zapisov. 
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3.2.9. Prenos proteinov po metodi western 
Najprej smo naredili 2-D elektroforezo kot je opisano v poglavjih od 3.2.6.2. 
do 3.2.6.3. na Biotehniški fakulteti, nato smo sveže gele v steklenem kalupu odpeljali 
na Fakulteto za farmacijo, kjer smo opravili prenos western. Uporabili smo protitelesa 
za pro-vnetne interlevkine; in sicer za TNF-α in IL-6. Najprej smo na membrano 
vezali mišja protitelesa, specifična za TNF-α, jih detektirali in nato odstranili z 
membrane. Sledila je še vezava mišjih protiteles za IL-6 in njihova detekcija. 
Detekcija je potekala na osnovi biotina, ki je bil vezan na protitelesa. Na biotin se veže 
streptavidin, ki je povezan s HRP. Ob dodatku kemoiluminuscenčnega substrata za 
HRP se pojavi luminiscenčni signal in s tem prepoznava iskanega proteina (41,47). 
a) Stekleni kalup smo razdrli in vzeli ven gel, kateremu smo odrezali zgornji del, 
kajti membrana je bila precej manjša (8,2 cm x 14 cm) od gelov (19 cm x 14 cm). 
Odločili smo se za zgornji del gela, ker se tam nahajajo večji proteini, saj sta TNF-
α in IL-6  majhna proteina. Gel smo omočili v destilirani vodi in ga položili na 
membrano (del paketa za prenos), ki je že ležala v aparaturi Scientific iBlot TM., 
Čez gel smo položili še filter papir in sestavili »sendvič« za blot (prikaz sestave 
na sliki 11). Previdno smo pokrili s pokrovom aparature in zagnali metodo (opis 
nastavitev). Prenos je potekal 7 minut pri napetosti 20 V.  
b) Po koncu smo membrano odrezali v desnem zgornjem kotu, da smo označili na 
kateri strani so proteini in jo položili v posodo s 5 % mlekom v fosfatnem pufru z 
0,05 % Tween (PBST) in stresali 60 min. Nato smo na stresalniku spirali 2x po 5 
min v PBST. Odtajali smo protitelesa proti-TNF-α in jih raztopili v PBST, s 
končno koncentracijo 0,56 µg/ml. Raztopino protiteles smo prelili v posodo in 
postavili na stresalnik za celo noč pri 4 °C. 
c) Naslednji dan smo najprej spirali membrano 3x 15 min s PBST, nato dodali 
streptavidin-HRP v PBST s končno koncentracijo 1 µg/ml in postavili na 
stresalnik za 60 min. Membrano smo položili na plastično folijo z 2 ml substrata 
SuperSignal TM West Dura. Takoj smo vse skupaj postavili v napravo GBox in 
slikali s programom Syngene GeneSnap na 20 sekund. Pogoji slikanja so bili 
sledeči: brez luči, fokus (1,4), povečava (23.6) in ostrina (86).  
d) Želeli smo detektirati dva različna proteina, zato smo membrano postavili v pufer 
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za odstranitev protiteles in močno stresali 1h na 60 °C v digestoriju. Sledila je 
ponovna blokada s 5 % mlekom v PBST in spiranje po 2x 5min s PBST. Sedaj 
smo raztopili protitelesa proti-IL-6 v  PBST s končno koncentracijo 0,56 µg/ml in 
jih pustili na stresalniku čez noč pri 4 °C. Naslednje jutro smo ponovili postopek 
detektiranja, kot je opisan v zgornjem odstavku po točko c).  
 




4.1. Gojenje Caco-2 celic 
Pred začetkom dodatka LPS-a in BOS smo morali preveriti, ali imamo dovolj 
veliko število in gostoto celic v rotirajočih steklenicah. Pogoj je bil 80% preraščenost 
dna, kar smo ocenili s prostim očesom skozi svetlobni mikroskop. Ko med celicami, 
ni bilo več lukenj in so se vse držale skupaj, smo izvedli poskus.  
 
4.2. MTS – test metabolne aktivnosti celic 
Za preverjanje varnosti ekstrakta bosvelije smo naredili test metabolične 
aktivnosti celic (MTS). Celice smo izpostavili različnim koncentracijam ekstrakta 
bosvelije (BOS) za 24h in nato izmerili metabolno aktivnost celic. Na grafu 1 je  
prikazan odstotek živosti celic v odvisnosti od logaritma koncentracije bosvelije. 
 
Graf 1: % živosti celic v odvisnosti od logaritma koncentracije 
Kot je razvidno z grafa 1, se je % živosti celic zmanjšala za 3% ob konc. BOS 
10 µg/ml, pri koncentraciji 50 µg/ml za 9 %. 
 
4.3. Določitev celokupne koncentracije proteinov z metodo 
po Bradfordu 
Za potrebe elektroforeze smo s pomočjo metode po Bradfordu izmerili 
celokupno koncentracijo proteinov v celičnih lizatih. S pomočjo govejega albumina 



















% živosti celic v odvisnosti od logaritma 
koncentracije
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celokupne koncentracije (preglednica IX in X). 
 
Graf 2: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov. Kot standard je bil 
uporabljen goveji serumski albumin (BSA). 
 Enačba 2 za izračun celokupne koncentracije proteinov 1. biološke serije:  
  ck = ( A - 0,001 ) / 0,0004 x10 ( redčenje vzorcev ) 
 Enačba 3 za izračun celokupne koncentracije proteinov 2. biološke serije: 
 ck = ( A - 0,3749 ) / 0,0014 x10 ( redčenje vzorcev ) 
 
 Preglednica IX: Preglednica celokupnih koncentracij celičnih lizatov 1. biološke serije 
Vzorec A (absorbanca) [λ=562 nm] Ck (celokupna konc. 
proteinov [g/l] 
1. Posoda 0,5268 13,15 
2. Posoda 0,4836 12,07 
3. Posoda 0,541 13,5 
4. Posoda 0,4278 10,67 
5. Posoda 0,52135 13,01 
 
Preglednica X: Preglednica celokupnih koncentracij celičnih lizatov 2. biološke serije 
Vzorec A (absorbanca) [λ=562 nm] Ck (celokupna konc. 
proteinov) [g/l] 
1. Posoda 0,8113 3,12 
2. Posoda 1,1614 5,62 
3. Posoda 1,7111 9,54 
4. Posoda 1,6381 9,02 
5. Posoda 1,9034 10,92 
 
Iz izmerjenih koncentracij proteinov smo izračunali volumen celičnega lizata, ki ga 
potrebujemo za nanos na 2-D elektroforezo. 
 
4.4. Analiza vpliva ekstrakta BOS na proteinski profil celic 
z 2-D elektroforezo 
Proteinski profil celic, ki smo jih predhodno izpostavili LPS-u ter različnim 

























zaporedjem dodajanja in koncentracijam BOS, smo analizirali z 2-D elektroforezo. 
Pred nanosom celičnih lizatov na IPG trakove smo le-te očistili z »2-D clean-up 
kitom«, da smo odstranili neproteinske nečistote. Gele smo barvali z barvilom Sypro 
Ruby. V nadaljevanju smo slike gelov primerjali v programu 2-D Dymension. 
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Slika 12: Proteinski profili celičnih lizatov a) celice b) celice + LPS c) celice + LPS + BOS 10 µg/ml d) 
celice + BOS 10 µg/ml pred LPS e) celice + BOS 10 µg/ml LPS sočasno f) celice + LPS + BOS 2 µg/ml g) 
celice + LPS + BOS 50 µg/ml 
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Na sliki 12 vidimo proteinske profile vzorcev Caco-2 celic z/brez dodanega 
LPS-a in/ali BOS. Na slikah 12 a), b), c), f) in g) vidimo dobro ločene lise. Lise na 
sliki 12 d) se »vlečejo« med seboj zato niso dobro ločene. Na vseh slikah 12 a)-g) 
lahko vidimo, da so pri višjih pH-jih razmazane lise. Lise, ki imajo večjo intenziteto, 
nakazujejo na proteine z večjo vsebnostjo. 
 
4.4.1. Primerjava proteinskih profilov lizatov celic pri različnem 
časovnem poteku dodajanja BOS in LPS 
Pri prvi biološki ponovitvi smo celicam dodajali BOS in LPS v različnih 
časovnih intervalih (preglednica IV). A) Celicam smo dodali LPS in BOS sočasno ter 
inkubirali 24 ur. B) Celicam smo dodali najprej LPS, inkubirali 24 h nato še BOS za 
24 h. C) Najprej smo celice izpostavili BOS, po 24 urah še LPS za 24h. 
Koncentracije BOS je bila 10 µg/ml. Na sliki 13 so prikazani proteinski profili 
vzorcev. 
Pri razvijanju gelov vzorcev A) in B) smo imeli veliko težav, saj nikakor nismo 
dobili ponovljivih in reprezentativnih vzorcev. Na sliki vzorca 13 A) je videti veliko 
manj lis ter temnejšo sliko v primerjavi z vzorcem B). Pri vzorcu B) je vidnih veliko 
lis, vendar se vlečejo in zato niso dobro ločene, kar oteži primerjavo lis s programom 
2-D Dymension. Pri vzorcu  C) smo dobili lepo sliko gela z dobro ločenimi lisami. Na 
podlagi slik smo se odločili, da bomo v 2. biološki ponovitvi, vedno uporabili sledeče 
zaporedje dodajanja reagentov: 1. celice 2. LPS (24 ur) 3. BOS (24ur).
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Slika 13: Proteinski profili vzorcev A) BOS + LPS sočasno B) BOS pred LPS C) LPS pred BOS  
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4.4.2. Primerjava proteinskih profilov lizatov celic (zaporedje 
dodajanja: 1. LPS, 2. BOS) 
Po določitvi časovnega zaporedja smo se najprej posvetili primerjavi vzorcev 
negativne kontrole (same celice Caco-2) in pozitivne kontrole (celice z dodatkom 
LPS-a). Predpostavili smo, da bodo določene lise na vzorcu samih celic (A) v 
primerjavi s celicami z dodatkom LPS-a (B) bolj intenzivne, saj LPS proži vnetni 
odziv. Bolj intenzivne lise bodo predstavljale pro-vnetne proteine. V primeru dodatka 
BOS po LPS pa se bo intenziteta dotičnih lis zmanjšala.  
Slika 14: Prikaz diferencialnega izražanja izbranih proteinov iz obeh bioloških ponovitev. Slike so izrezane 
iz celotnih proteinskih profilov celičnih lizatov naših vzorcev. A) celice B) celice + LPS C) celice + LPS + 
BOS 10 µg/ml. 
Slike gelov smo najprej analizirali s prostim očesom v programu GeneSnap, 
nato smo izbrane slike primerjali s programom 2-D Dymension. Primerjali smo 
vrednosti nomaliziranih volumnov posameznih proteinskih lis. Vzorec A) je lizat 
samih celic, vzorec B) lizat celic, katerim je bil dodan LPS in vzorec C) je lizat celic 
po dodatku LPS in BOS. 1. Rezultati razmerja normaliziranih volmnov lis vzorca B) 
glede na vzorec A) in razmerja normaliziranih volumnov lis vzorca C) glede na vzorec 
B). so prikazani v preglednici XI. Spremenjeno sintezo smo ovrednotili le, če je bilo 
razmerje normaliziranih volumnov večje od 2 in p  0,05. 
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Preglednica  XI: Prikaz izražanja izbranih proteinskih lis po računalniški obdelavi s programom 2-D 
Dymension 
Št. 2-D lise Zvišanje (+)/ 
znižanje (-) ravni 
sintezea 
Rb pc 
1 - -2,134 0,025 
2 - - 2,343 0,011 
3 - - 2,556 0,004 
4 - - 2,487 0,024 
 
a Zvišanje (+) oz. znižanje (-) ravni sinteze proteinov glede na kontrolo 
b R – razmerje vrednosti normaliziranih volumnov, izračunano s programom 2-D Dymension c 
Student't t-test je bil izveden za preveritev statistične značilnosti diferencialnega izražanja. 
Tako smo našli štiri lise  (št. 1-4 (slika 14)), ki so bile zanimive. Na sliki 14 
lahko vidimo večjo intenziteto lis št. 1-4 pri vzorcu B) glede na vzorec A). Istočasno 
pa imajo lise št. 1-4 manjšo intenziteto v vzorcu C) glede na vzorec B). Vidna je 
ponovljivost spemenjene intenzitete proteinskih lis 1- 4 pri prvi in drugi biološki 
ponovitvi.  
Lise št. 1-4 smo izrezali iz gelov in jih poslali na analizo z masno 
spektrometrijo na Inštitut Rođer Bošković v Zagrebu.  
 
4.4.3. Primerjava proteinskih profilov lizatov celic (zaporedje dodajanja: 
1. LPS, 2. BOS v različnih koncentracijah)  
V drugi biološki ponovitvi smo uporabili izbrano zaporedje C) iz poglavja 
4.4.1., dodali smo BOS v različnih koncentracijah, z namenom raziskanja 
koncentracijskega vpliva na diferencialno izražanje izbranih proteinov. Seveda smo z 
drugo biološko ponovitvijo želeli dokazati tudi ponovljivost rezultatov iz prve serije.  
Za izbrane lise 1-4. na sliki 14 v programu 2-D-Dymension nismo dobili 
statistično signifikantnih razlik, zato jih tudi nismo mogli ovrednotiti in potrditi vpliva 
koncentracij na spremenjeno intenziteto lis oz. koncentracijsko odvisnost. Priloga 1. 
 
4.5. Identifikacija izbranih proteinov z MADI TOF/TOF MS 
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Izbrane lise iz poglavja 4.4.2. smo poslali na inštitut Ruđer Bošković v 
Zagrebu, kje so identificirali proteine z MALDI TOF/TOF masno spektrometrijo. 
Rezultati identifikacije so prikazani v preglednici XII. 
Preglednica XII: Prikaz rezultatov identifikacije izbranih proteinskih lis 
Št. lise Ime proteina Pristopna številka* Rezultat proteinov** 
1 MGC39545 protein gi|23271939 70 
2 CGI-150 protein gi|4929769 70 
3 CALM 3 protein gi|AAH07965.1 66 
4 Chromosome 14 open 




protein 5 isoform 
gi|57164942 40 
*Pristopna številka proteina v podatkovni bazi NCBI. 
** MASCOT “score” za najvišji, najbolj značilen zadetek Če je večji od 67 je signifikanten 
(p<0,05). 
 
4.6. Prenos proteinov po metodi western 
Za potrditev prisotnosti specifičnih pro-vnetnih citokinov v vzorcih celičnih 
lizatov z dodanim LPS-om ter LPS-om in BOS, smo naredili prenos proteinov z gela 
na membrano (prenos western). Izbrali smo protitelesa proti humanem IL-6 in TNF-
α. Na sliki 15 so prikazane slike membran. 
  
Slika 15: Slike membran po dodatku anithumanih protiteles. A) celični lizat celic + LPS + antihuman-
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TNF-α mAb B) celični lizat celic + LPS + BOS + antihuman-TNF-α mAb C) celični lizat celic + LPS + 
antihuman-IL-6 mAb D) celični lizat celic + LPS + BOS + antihuman-IL-6 mAb 
Obkrožene lise na sliki 15 prikazujejo, kam so se vezala monoklonska 
protitelesa. Po tretiranju membran z monoklonskimi protitelesi proti humanem TNF- 
α so na sliki 15 A) in sliki 15 B) vidne tri lise. Ta protitelesa smo odstranili in 
membrane nato tretirali še z monoklonskimi protitelesi proti humanem IL-6 je na sliki 
15 C) vidna ena močna lisa, na sliki 15 D) pa ni vidne nobene lise. 
4.7. Analiza celičnih lizatov z UPLC–MSE 




V zadnjih desetih letih se je pojavnost kroničnih vnetnih bolezni drastično povečala. 
Med letoma 2013-2015 je približno 54,4 milijonov odraslih ljudi v ZDA (22,7%) letno 
poročalo zdravnikom, da so imeli znake kakršne koli oblike artritisa, revmatoidnega 
artritisa, protina, lupusa ali fibromialgije (48). Najbolj pogoste konične vnetne bolezni 
so bolezni ščitnice, revmatoidni artritis, ulcerozni kolitis, osteoartritis, Crohnova 
bolezen... Za te bolezni še do danes ni bilo odkritega zdravila in se zato zdravijo le 
simptomatsko. Zdravljenja poteka doživljenjsko. V največji meri se za zdravljenje teh 
bolezni uporabljajo nesteroidni antirevmatiki, ostala protibolečinska zdravila ter v 
zadnjih letih tudi biološka zdravila. Zaradi dolgotrajnega zdravljenja in visokih cen 
bioloških zdravil predstavljajo kronične vnetne bolezni veliko breme za javni 
zdravstveni sistem. V Evropi so neposredni stroški zdravstvenega sistema za bolnike, 
ki jih prizadene ena od oblik kronične vnetne črevesne bolezni, ocenjeni na 4,6-5,6 € 
milijard letno (49). Poleg visokega stroška za zdravljenje je pomemben faktor tudi 
pogost pojav neželenih učinkov NSAID in bioloških zdravil, ki privedejo do še 
dodatnih težav za te paciente. Ob tem imamo v mislih predvsem želodčne težave pri 
zdravljenju z NSAID ter življenjsko ogrožajoča stanja ob telesni zavrnitvi bioloških 
zdravil. Zato bolniki vedno bolj posegajo po zdravilnih učinkovinah naravnega izvora 
za lajšanje simptomov in zaustavljanje napredovanja bolezni. V Sloveniji so najbolj 
poznane protivnetne zdravilne rastline kurkuma (Curcuma longa), hudičev krempelj 
(Harpagophytum procumbens), bela vrba (Salix alba) in še mnoge druge. Ena izmed 
naravnih protivnetnih učinkovin z dokazanim delovanjem je tudi rastlina Bosvelia 
serrata. Glavna učinkovina bosvelije s farmakološkim delovanjem je AKBA. Tatiana 
Syrovets in sodelavci so dokazali, da se ob vezavi AKBA-e na 5-LO zmanjša nastanek 
levkotrienov in pro-vnetnih proteinov, kot so TNF-alfa, IL-1beta, IL-6 (50). Druga 
dva potencialna mehanizma protivnetnega delovanja bosvelije sta zaviranje NF-kB in 
MMPs (51). Pri zdravilnih učinkovinah naravnega izvora je velika prednost varnost, 
saj ob pravilni uporabi zdravilnih rastlin, ki so bile vzrejene ob strogih pogojih, redko 
poročajo o neželenih učinkih. Po pripravkih z bosvelijo največ posegajo pacienti z 
revmatoidnim artritisom, osteoartritisom in ostalimi idiopatskimi vnetji sklepov.
   
Za glavno nalogo našega raziskovalnega dela smo si zadali podrobnejši vpogled v 
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molekularno delovanje rastline Bosvelia serrata. Z modernejšimi analiznimi 
tehnikami, kot je RT-PCR, lahko raziskujemo le izbrane vnetne proteine. Zaradi želje 
po celotni sliki farmakološkega delovanja bosvelije, smo se odločili za uporabo 
proteomike. 2-D elektroforezo smo uporabili kot glavno analizno metodo. Naše prvo 
vprašanje je bilo, katere celice bi uporabili za in vitro model. Izbrali smo Caco-2 
celice. To so rakave celice črevesnega epitelija, kajti le-te so ključnega pomena za 
zdrav imunski sistem in prve na udaru ob avtoimunskih obolenjih, kot sta Chronova 
bolezen in ulcerozni kolitis. Za in vitro sprožilec vnetja smo izbrali dobro poznani 
LPS. Celicam smo najprej dodali LPS in nato še ekstrakt bosvelije, ki je bil 
standardiziran na 60% vsebnost AKBA-e. S tem smo dobili model celic, katerim je 
bil in vitro sprožen vnetni proces. Ob dodatku bosvelije smo predpostavili, da se bo 
sinteza določenih vnetnih proteinov zmanjšala. Nismo pa vedeli, kateri in v kolikšni 
meri. Negativno kontrolo so predstavljale same celice, pozitivna kontrola so bile 
celice z dodanim LPS-om – torej vnete celice.  
5.1. Test viabilnosti celic 
Ker je varnost bosvelije ob njeni uporabi per os največjega pomena, smo želeli potrditi 
ne toksičnost za človeški organizem. Izvedli smo test viabilnosti celic (MTS) z 
različnimi koncentracijami bosvelije. Kot je razvidno iz grafa 1 se odstotek živosti 
celic pri konc. BOS 10 µg/ml zmanjša za 6 % ter pri konc. 50 µg/ml za 9%. Vsa 
zmanjšanja živosti celic do 10 % se štejejo kot naravno biološko zmanjšanje in se jih 
zanemari. Iz tega lahko zaključimo, da bosvelija nima citotoksičnih učinkov na 
človeške celice in je varna za peroralno uporabo. 
5.2. Analiza vpliva ekstrakta bosvelije na vsebnost 
proteinov z 2-D elektroforezo 
Očiščene lizate vzorcev smo razvili z 2-D elektroforezo, še pred nanosom celičnih 
lizatom smo le-te očistili z »2-D clean up kitom«, da smo odstranili celične ne 
proteinske nečistote, katere zmanjšujejo resolucijo končne slike gela. Po končani 2-D 
elektroforezi smo proteine obarvali z barvilom Sypro Ruby in gele slikali z napravo 
GBOX- v programu GeneSnap. Slike gelov smo najprej pregledali s prostim očesom, 
saj je bilo zaradi velike količine proteinskih lis, za začetek  ta način najbolj pregleden. 
Nas so zanimale lise, ki imajo različno intenziteto pri pozitivni kontroli in celicah z 
dodano bosvelijo. Iskali smo proteine , ki bi imeli diferencialno nad izražanje pri 
pozitivni kontroli (vzorcih celic z LPS-om), glede na negativno kontrolo (samo Caco-
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2 celice). Predpostavili smo, da bi lise s povečano intenziteto predstavljale vnetne 
proteine. Če smo ob pregledovanju res našli vnetne proteine na gelu in bosvelija deluje 
protivnetno, bi se morala intenziteta teh istih lis pri vzorcih z bosvelijo zmanjšati. S 
tem bi dokazali pod izražanje proteinov, sodelujočih pri vnetju. Drugi aspekt, ki smo 
ga imeli v mislih je bil tudi, da bi bosvelija lahko delovala protivnetno z indukcijo 
endogenih proti vnetnih proteinov, kar bi se pokazalo na način, da so pri pozitivni 
kontroli neizraženi, pojavili bi se samo pri celicah z dodano bosvelijo.  
5.2.1. Primerjava proteinskih profilov v vzorcih z različnim 
časovnim potekom dodajanja BOS in LPS 
V prvi biološki seriji smo želeli raziskati, ali ima časovni potek dodajanja 
bosvelije vpliv na njeno protivnetno delovanje. BOS smo dodajali v treh različnih 
časovnih obdobjih: sočasno BOS in LPS (A), BOS pred LPS-OM (B) ter najprej LPS 
nato BOS (C) (slika 13). V praksi bi to pomenilo ali bosvelija lahko zmanjša vnetje, 
če se jo jemlje takoj ob začetku vnetja (A), če se jo jemlje preventivno (B) ali pa če 
lahko zmanjša vnetje, ko je le-to že nastalo (C). Ob razvijanju slik vzorcev A in B smo 
imeli kar precej težav, saj so se nam lise precej »vlekle« in zato nismo dobili ostre 
slike, zato program za primerjavo 2-D Dymension lis ni uspel ločiti in kvantificirati. 
Odločili smo se, da bomo v drugi biološki seriji izbrali zaporedje C. Izbrali smo ga na 
podlagi najlepše proteinske slike. Hkrati pa se tudi zavedamo, da pacienti vedno iščejo 
zdravniško pomoč in alternativne načine zdravljenja, šele ko nastopijo simptomi 
vnetnega procesa. V veliki večini to pomeni ob nastopu bolečine, ki oteži 
vsakodnevne dejavnosti, kar in vitro posnema zaporedje C.  
5.2.2. Primerjava proteinskih profilov lizatov celic (zaporedje 
dodajanja: 1. LPS, 2. BOS) 
Po določitvi zaporedja dodajanja reagentov smo se lahko posvetili naši primarni 
nalogi - iskanju diferencialno izraženih proteinov (hipoteza 2) Najprej v slikah gelov 
prve biološke serije, nato še potrditev istih razlik z drugo biološko serijo. Našli smo 4 
proteinske lise s spremenjeno intenziteto (slika 14, št. lis označene s številkami 1-4). 
Na sliki 14 B) se že s prostim očesom lahko vidi, da imajo lise 1-4 močnejšo 
intenziteto, glede na sliko 14A). Hkrati pa vidimo zmanjšanje intenzitete lis 1-4 na 
sliki 14C) glede na B). Predpostavili smo, da lise 1-4 predstavljajo proteine udeležene 
v vnetju, katerim je LPS povečal izražanje, bosvelija pa kot protivnetna učinkovina, 
zmanjša izražanje. Vse 4 lise smo poslali na analizo z masno spektrometrijo na Inštitut 
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Rođer Bošković v Zagrebu. Hipotezo 2 in njene specifične cilje, ki vključujejo 
diferencialno nad in pod izražanje proteinov, smo tako potrdili. 
V preglednici XII so predstavljeni rezultati masne spektrometrije. V stolpcu rezultat 
proteinov so za vsako liso navedene številke.  Vsi proteini, ki imajo številko večjo od 
67 so signifikantni, torej lahko z veliko verjetnostjo trdimo, da je identifikacija 
pravilna. Protein lise št. 1 je MGC39545 protein  s številko 23271939 v NCBI bazi. V 
bazi je njegov opis: domnevni nekarakterizirani protein. Njegova struktura je znana, 
a njegova vloga v telesu še ni pojasnjena. Protein lise 2 je CGI-150 protein s pristopno 
številko 4929769. Prav tako za ta protein poznamo strukturo, a ne njegove funkcije. 
Zato oba proteina ne morem uvrstiti kot vnetna, zakaj se je povišano izražal ob LPS-
u in zmanjšal ob dodatku bosvelije lahko samo predvidevamo in pustimo odprto za 
nadaljnje raziskave. Protein lise 3 je CALM – kalmodulin, z rezultatom 66. Kot zgoraj 
že omenjeno, naj bi bil rezultat 67 ali več za potrditev pravilne identifikacije. Naš 
protein lise 3 je malo pod mejo, zato smo ga še upoštevali. Na enem vzorcu izrezanega 
gela je bilo več različnih proteinov, njihova masa pa majhna, zato tudi nižji rezultati 
pri identifikaciji. Še vedno pa so tako visoki in glede na maso za vse tri naštete proteine 
lahko potrdimo pravilno identifikacijo.
 
Slika 16: Kristalna struktura proteina Kalmodulin - 1 
Kalmodulin (CaM) je vmesni kalcij vezavni prenašalni protein, ki se nahaja v vseh 
evkarionskih celicah (52). Nahaja se znotraj celice in je sekundarni prenašalec 
informacij za Ca2+, kateri je potreben za njegovo aktivacijo. Po vezavi Ca2+ deluje 
kot vmesni del kalcijeve signalne poti, tako da spreminja interakcije z različnimi 
ciljnimi encimi, kot so kinaze in fosfataze (53). CaM posreduje v številnih ključnih 
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procesih kot so vnetje, metabolizem, apoptoza celic, krčenje gladkih mišic in imunski 
sistem. Številne beljakovine, na katere se veže, ne morejo same vezati kalcija in CaM 
uporabljajo kot kalcijev senzor in pretvornik signala (slika 17). CaM lahko uporablja 
tudi zaloge kalcija v endoplazemskem retikulumu in sarkoplazmatskem retikulumu 
(53). Nas je zanimala njegova vloga pri vnetju in imunskem sistemu. CaM je vključen 
v sintezo IL-6, saj po vezavi 4x Ca2+ aktivira adenilat ciklazo, ki sproži nastanek 
cAMP. Le-ta se veže na regulatorni podenoti protein kinaze A (PKA) in s tem aktivira 
katalitični podenoti PKA, kateri sledi fosforilacija CREB nuklearnega 
transkripciskega faktorja, ki spodbudi promotorja IL-6 in s tem njegov nastanek (slika 
17)(54). Citokin IL-6 nastaja v različnih celicah, vključno z makrofagi, T/B-celicami 
ter tudi v endotelijskih celicah, kot so bile naše Caco-2 celice (55).  
Slika 17: Shematski prikaz vključevanja CaM v nastanek IL-6; CALM1 – kalmodulin (prirejeno po 
viru št. (56) 
Drugi aspekt vključitve CaM v proces vnetja, je preko aktivacije kalcineurina 
(CaN)(slika 18) (57). Namreč aktiviran CaN defosforilira nuklearni faktor aktiviranih 
T celic (NFAT), ki se tako premakne v jedro, kjer pospeši nastanek IL-2, IL-1β (58). 
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Slika 18: Shematski prikaz povezave CaM in kalcineurin; CALM1- kalmodulin 1 (prirejeno po vir št. 
(59))  
Poleg vključevanja v imunski sistem, CaM hkrati tudi nad regulira RAF-1 signalno 
pot preko aktivacije protein kinaze a (PKA) (60). Adel A. Guirgis in njegovi sodelavci 
so ugotovili, da RAF-1 inhibitorji uspešno pod regulirajo RAF/MEK signalno pot, 
katera je odgovorna za celično proliferacijo v rakavih celicah ter nastanek TNF-α (61). 
Iz česar njihove ugotovitve zagotavljajo potencialni proti rakavi učinek RAF-1 
inhibitorjev, na tej podlagi poznamo v Sloveniji že registrirano protirakavo 
učinkovino sorafenib (Nexavar®). 
Rezultati identifikacije lise 3 so dali dva rezultata: Chromosome 14 open reading 
frame 173 isoform 1 z rezultatom 41 in Cytoskeleton-associated protein 5 isoform z 
rezultatom 40. Ker je kriterij za pravilno identifikacijo rezultat > 67, za nobenega od 
navedenih proteinov ne moremo potrditi pravilne identifikacije, zato jih ne bomo 
upoštevali kot pravilni rezultat. 
V našem raziskovalnem delu smo dokazali, da AKBA zmanjša izražanje CaM, ki 
drugače poveča nastanek pro-vnetnih dejavnikov: IL-6, IL-2, IL-1β ter TNF-α, hkrati 
pa kot potencialni RAF-1 inhibitor zmanjša celično proliferacijo rakavih celic. S tem 
lahko potrdimo našo zadnjo hipotezo št.3, ki vključuje da bodo diferencialno izraženi 
proteini na 2-D elektroforezi posredno ali neposredno povezani z vnetjem. 
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5.3.  Prenos proteinov po metodi western 
Celotni raziskovalni del našega raziskovalnega dela je temeljil na 
predpostavki, da LPS in vitro sproži vnetni odziv na Caco-2 celični liniji. Z 2-D 
elektroforezo smo dobili celotni proteinski profil, a hkrati nismo imeli identificiranih 
vseh lis na gelih in zato nismo dobili nobenega dokaza, da je je v naših celicah 
dejansko potekal vnetni proces. Da vnetje potrdimo smo se odločili, dokazati 
specifično prisotnost pro-vnetnih citokinov, kar vključuje tudi hipoteza 1. Za metodo 
smo izbrali prenos proteinov po westernu. Na sliki 15 A) in B) so vidne 3 temne lise, 
to so z biotinom obarvana protitelesa za TNF-α, kar potrjuje njegovo prisotnost. Na 
sliki 15 C) je vidna močna temna lisa, to so z biotinom obarvana protitelesa za IL-6, s 
čimer smo dokazali prisotnost IL-6. Na sliki 15 D) je vidnih nekaj manjših lis, ki pa 
ne pripadajo IL-6, ampak so slabo odstranjena protitelesa proti TNF-alfa. Lisa za IL-
6 ni prisotna. Predpostavljamo, da smo že pri prvem delu porabili vsa protitelesa za 
IL-6, saj smo dobili močno liso, medtem ko smo imeli protitelesa z zelo majhno 
koncentracijo, hkrati pa se niso popolnoma odstranila protitelesa proti TNF-alfa. S 
tem smo tudi potrdili hipotezo 1 in njene specifične cilje. 
 
5.4. Analiza vzorcev z UPLC–MSE 
Z analizo celičnih lizatov vzorcev z dodanim LPS-om ter celičnih lizatov z 
LSP in BOS, so nam dali vpogled v celotni proteinski profil. Identificiranih je bilo 
malo več kot 200 proteinov na vzorec. Glede na to, da je v človeški celici več kot 
50.000 različnih proteinov, je naše število majhno. Do tega je prišlo, ker v analizi 
identificirajo samo proteine, ki so prisotni v večjih koncentracijah (visoko zastopane). 
Mi smo iskali vnetne proteine t.j. interlevkine in citokine, ki pa jih med 
identificiranimi proteini ni bilo. Torej tej proteini, v celici, tudi ob vnetju niso 
zastopani v visoki meri. Kalmodulin je bil prisoten ob identifikaciji.  
 
6. Sklep 
Cilj našega raziskovalnega dela je bil vpogled v molekulsko delovanje AKBA, 
kateri bi lahko pripomogel, k razumevanju protivnetnega delovanje le-te kisline. Tako 
bi se povečala uporabnost ekstraktov bosvelije, kar bi pacientom s kroničnimi 
vnetnimi boleznimi omogočilo širši izbor zdravilnih rastlin pri lajšanju vnetji, bolečin 
in napredovanje bolezni ter manjšo uporabo konvencionalnih protivnetnih zdravil.   
Hipoteza 1: In vitro aktivacija vnetnih dejavnikov v Caco-2 celični liniji 
po dodatku LPS. Na sliki 15 A)-D) vidimo obarvane lise, ki prikazujejo vezavo 
monoklonskih protiteles proti humanem TNF-α (slika 15) in IL-6 (slika 15), torej 
lahko potrdimo hipotezo 1. LPS sproži in vitro vnetni proces v Caco-2 celični liniji.  
Hipoteza 2: Zmanjšano izražanje vsaj 1 ali več proteinov, ki so se 
aktivirali ob dodatku LPS, zaradi dodatka ekstrakta bosvelije. Iz slike 14 in 
preglednice XI je razvidno večja intenziteta lis 1-4 ob dodatku LPS, glede na same 
celice (slika 14 A) in B)), hkrati pa manjša intenziteta lis 1-4 ob dodatku BOS glede 
na sam LPS (slika 14 B) in C)). Hipoteza 2 je potrjena. 
Hipoteza 3: Na osnovi 2-D elektroforeze identifikacija izbranih proteinov, 
ki so posredno ali neposredno povezani z vnetjem.  Sklep in potrditev hipoteze 3, 
da se BOS vključuje v vnetni proces je bila potrjena z odkritjem zaviralnega delovanje 
na protein kalmodulin. Identifikacije proteinske lise 3, preglednica XII.  
Do danes kalmodulina nismo povezovali z vnetjem, medtem ko že poznamo 
učinkovine z zaviralnim delovanjem na protein kalcineurin, ki je fiziološko tesno 
povezan s kalmodulinom. Tako smo odkrili potencialno novo tarčo za protivnetne 
učinkovine, hkrati pa smo dobili podrobnejši vpogled v protivnetno delovanje AKBA-
e. 
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Priloga 1: Izsek iz slik gelov izbranih proteinskih lis pri vzorcih z različno kon. 
BOS. A) konc. BOS 2 µg/ml B) konc. BOS 10 µg/ml C) konc. BOS 50 µg/ml. 
 
Priloga 2: Seznam identificiranih proteinov celičnega lizata celic + LPS iz 1. 
biološke ponovitve, 234 zadetkov, 1032 proteinov 
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Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens OX=9606 































60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 





























POTE ankyrin domain family member F OS=Homo sapiens OX=9606 








POTE ankyrin domain family member E OS=Homo sapiens OX=9606 




































































































Putative beta-actin-like protein 3 OS=Homo sapiens OX=9606 















Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 

























































Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo sapiens OX=9606 















Heat shock protein HSP 90-beta OS=Homo sapiens OX=9606 


























Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens OX=9606 

















2-phospho-D-glycerate hydro-lyase OS=Homo sapiens OX=9606 















POTE ankyrin domain family member J OS=Homo sapiens OX=9606 





















































Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 OS=Homo sapiens 








Anterior gradient protein 2 homolog OS=Homo sapiens OX=9606 








ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 

















10 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 
























Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 OS=Homo sapiens OX=9606 








Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Homo sapiens OX=9606 









Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS=Homo sapiens OX=9606 































60S acidic ribosomal protein P2 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=RPLP2 PE=1 SV=1 9091 
4,12
35 6105,472 































































Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 OS=Homo sapiens 









Anterior gradient protein 2 homolog OS=Homo sapiens OX=9606 








Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 OS=Homo sapiens OX=9606 









































Jupiter microtubule associated homolog 1 OS=Homo sapiens OX=9606 




























































Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U OS=Homo sapiens OX=9606 
















Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 OS=Homo sapiens 

















Transcription intermediary factor 1-beta OS=Homo sapiens OX=9606 






















































Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 



































Myosin light polypeptide 6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYL6 PE=1 
SV=1 
1315





















Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo sapiens OX=9606 



























ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 








Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic OS=Homo sapiens OX=9606 















Non-POU domain-containing octamer-binding protein OS=Homo sapiens 








Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Homo sapiens OX=9606 

























Myosin regulatory light chain 12B OS=Homo sapiens OX=9606 









Translationally-controlled tumor protein OS=Homo sapiens OX=9606 






4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Homo sapiens OX=9606 

















116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component OS=Homo sapiens 















Glutamate dehydrogenase 2, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 


































Ornithine aminotransferase, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 









DNA-(apurinic or apyrimidinic site) endonuclease (Fragment) OS=Homo 















Nucleosome assembly protein 1-like 1 OS=Homo sapiens OX=9606 








Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=ANP32A PE=1 SV=1 
1998




Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Homo sapiens OX=9606 


















Chloride intracellular channel protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 


























40S ribosomal protein S19 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 








Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC OS=Homo sapiens OX=9606 









Ras-related protein Rab-8B (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 








Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Homo sapiens 


























Pre-mRNA-processing factor 19 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 



















Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Homo sapiens 


































Serine/threonine-protein phosphatase (Fragment) OS=Homo sapiens 













Eukaryotic translation initiation factor 6 OS=Homo sapiens OX=9606 








Malate dehydrogenase, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 









Polypyrimidine tract-binding protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 








Glycine hydroxymethyltransferase (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 








Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens OX=9606 









T-complex protein 1 subunit gamma OS=Homo sapiens OX=9606 


























Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B OS=Homo sapiens OX=9606 

















Putative heat shock protein HSP 90-alpha A5 OS=Homo sapiens OX=9606 











































Keratin, type II cytoskeletal 2 oral OS=Homo sapiens OX=9606 








Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial 








X-ray repair cross-complementing protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606 






































































































Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Homo sapiens 









Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 
























X-ray repair cross-complementing protein 6 OS=Homo sapiens OX=9606 








60S acidic ribosomal protein P0 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 



















Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 








Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Homo sapiens OX=9606 


































Rab GDP dissociation inhibitor beta OS=Homo sapiens OX=9606 
















































Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate OS=Homo sapiens OX=9606 















Ezrin-radixin-moesin-binding phosphoprotein 50 (Fragment) OS=Homo 









Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 OS=Homo sapiens OX=9606 








Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 









































Splicing factor, proline- and glutamine-rich OS=Homo sapiens OX=9606 








Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 OS=Homo sapiens 

































Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 OS=Homo sapiens 








Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 













Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A OS=Homo sapiens OX=9606 








Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 

















Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens OX=9606 



























Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa 

















Leucine-rich repeat-containing protein 59 OS=Homo sapiens OX=9606 








Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 









D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 









TATA-binding protein-associated factor 2N OS=Homo sapiens OX=9606 

















Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 OS=Homo 


























Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 OS=Homo sapiens OX=9606 









Outer mitochondrial membrane protein porin 2 (Fragment) OS=Homo 


















Receptor of-activated protein C kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

















Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 








Rab GDP dissociation inhibitor alpha OS=Homo sapiens OX=9606 









Polyadenylate-binding protein 1-like OS=Homo sapiens OX=9606 








Clathrin heavy chain 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CLTCL1 PE=1 
SV=2 
1869
09 
5,47
41 239,3227 
 
